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1 Einleitung 
1.1 Das metabolische Syndrom und kardiovaskuläre Erkrankungen 
Kalorienreiche Ernährung, zahlreiche Umweltfaktoren sowie ein bewegungsarmer 
Lebensstil fördern das Auftreten des metabolischen Syndroms. Dieser Begriff umfasst 
eine bislang uneinheitlich definierte Gruppe miteinander verknüpfter kardiovaskulärer 
Risikofaktoren und Symptome [69]. Die Weltgesundheitsorganisation definiert das 
metabolische Syndrom als gemeinsames Auftreten von Diabetes mellitus, gestörter 
Glukosetoleranz oder gesteigertem Nüchternblutglukosewert mit mindestens zwei 
Nebenkriterien, zu denen arterielle Hypertonie, Dyslipidämie, Mikroalbuminurie sowie 
Adipositas gezählt werden [2]. Letztere bezeichnet eine überproportionale Vermehrung 
des Körperfettanteils [90]. Der Zusammenhang zwischen Adipositas und Erkrankungen 
des kardiovaskulären Systems wie beispielsweise Artherosklerose, Kardiomyopathien 
oder Herzversagen ist durch zahlreiche Studien belegt [31]. Die verantwortlichen 
Mechanismen und Interaktionen, insbesondere auf molekularbiologischer Ebene, sind 
dagegen noch nicht vollständig verstanden. Mit zunehmender Prävalenz der Adipositas 
vor allem in westlichen Schwellen- und Industrienationen [90] rückt die Erkenntnis, dass 
das Fettgewebe nicht nur als passiver Energiespeicher, sondern als endo- und parakrin 
aktives Organ zu betrachten ist [101], zunehmend in den Fokus wissenschaftlicher 
Untersuchungen. 
 
 
1.2 Die endo- und parakrine Funktion des Fettgewebes 
Neben seiner passiven Funktion als Energiespeicher und Wärmeisolator produziert das 
Fettgewebe eine Vielzahl von Hormonen, die unter der Bezeichnung Adipozytokine 
zusammengefasst werden [73, 101]. Der zuerst beschriebene Vertreter dieser 
Fettgewebshormone ist das Leptin, ein 16 kDa großes Polypeptid [140]. Heute umfasst 
die Bezeichnung Adipozytokine eine große Gruppe von Hormonen und Proteinen mit 
unterschiedlichen Funktionen, von denen einige Vertreter zusammen mit den wichtigsten 
Merkmalen in Tabelle 1 zusammengefasst sind. Das Fettgewebe lässt sich in weißes, 
braunes sowie in viszerales und subkutanes Fett unterscheiden und besteht neben reifen 
Fettzellen und Präadipozyten aus Fibroblasten, Endothelzellen und Makrophagen. 
Letztere machen einen Anteil von bis zu 40% der Fettgewebszellen aus und sezernieren 
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proinflammatorische Zytokine, zu denen unter anderem die Interleukine 1ß, 6 und 8 sowie 
der Tumornekrosefaktor α (tumor necrosis factor-α, TNF- α) gehören.  
 
Tabelle 1: Vielfalt der Adipozytokine (aus [33]). 
Adipozytokine 
Name Auswirkung auf: 
 
Leptin 
Adiponektin 
Resistin 
Visfatin 
Omentin 
Vaspin 
Apelin 
Cholesteryl-Ester-Transfer-Protein 
Lipoprotein Lipase 
Hormonsensitive Lipase 
adipocyte fatty acid-binding protein 4 
Perlipin 
Retinol-bindendes Protein 4 
acylation stimulating protein 
Adipsin 
macrophage chemo attractant protein-1 
 
 
 
Nahrungsaufnahme 
Insulinresistenz, Entzündung 
Insulinresistenz, Entzündung 
Insulinresistenz 
Insulinresistenz 
Insulinresistenz 
Vasodilatation 
Lipidmetabolismus 
Lipidmetabolismus 
Lipidmetabolismus 
Lipidmetabolismus 
Lipidmetabolismus 
Lipidmetabolismus 
Lipidmetabolismus 
Entzündung 
Makrophagenchemokinese 
 
 
 
Weiterhin wird im Fettgewebe eine Vielzahl an Mediatoren der Angiogenese gebildet [7, 
99]. Mehrere Studien zeigen, dass das metabolische Syndrom an einen Zustand 
chronischer Inflammation mit erhöhter Nachweisbarkeit von Biomarkern der Entzündung 
gekoppelt ist [9]. Adipositas als wichtige Komponente dieses Syndroms resultiert nicht 
nur in einer Hyperplasie und -trophie der Adipozyten, vielmehr kommt es schon 
frühzeitig zu einer Imbalance der gebildeten Botenstoffe sowie einer gestörten Interaktion 
der verschiedenen Zelltypen auf lokaler Ebene [10]. Dem Einwandern weiterer 
Makrophagen und der Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren, assoziiert mit 
einem gesteigerten Risiko metabolischer und kardiovaskulärer Erkrankungen, wird in den 
letzten Jahren jedoch eine steigende Bedeutung beigemessen [3]. Zusätzlich fördert die 
Störung des Adipozytokinprofils die Entwicklung von Insulinresistenz, Artherosklerose 
und weiterer kardiovaskulärer Risikofaktoren [33].  
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1.3 Adiponektin: Struktur und Vorkommen  
Das Adipozytokin Adiponektin wurde erstmals 1995 durch Lodish et al. sowie von drei 
weiteren unabhängigen Arbeitsgruppen beschrieben und zunächst aufgrund a) seiner 
Bildung durch Adipozyten, b) seiner strukturellen Ähnlichkeit zum Komplementfaktor 
C1q und c) seiner Größe von ca. 30 kDa als adipocyte complement-related protein of 30 
kDa (Acrp30) bezeichnet [58, 102]. Adiponektin besteht aus 247 Aminosäuren und kann 
in vier Domänen untergliedert werden (Abbildung 1): Einem N-terminalen Signalpeptid 
schließt sich eine 27 Aminosäuren umfassende, sogenannte variable Region an, die in 
eine Kollagendomäne übergeht. Diese besteht aus einer Abfolge von 22 Kollagentripletts, 
wobei sich 7 Gly-X-Pro- mit 15 Gly-X-Y-Einheiten abwechseln. C-terminal befindet sich 
die globuläre Domäne, welche insgesamt 137 Aminosäuren umfasst. Strukturell ähnelt 
diese globuläre Domäne einer Reihe von Proteinen, unter anderem dem 
Komplementfaktor C1q [102]. Das in Abbildung 1 skizzierte Molekül wird auch als full 
length Form bezeichnet, wohingegen der Begriff globuläres Adiponektin ein Fragment, 
welches die globuläre Domäne enthält, beschreibt. Obwohl globuläres Adiponektin 
vielfach experimentell angewandt wird, ist bisher unklar, ob diese Form in vivo überhaupt 
existiert. 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Struktur eines Adiponektinmoleküls (modifiziert nach [102]). 
Die abgebildeten Zahlen entsprechen der Aminosäureposition. 
 
Unter physiologischen Bedingungen lagern sich full length Adiponektinmoleküle nicht-
kovalent zu Trimeren zusammen, auch als low molecular weight (LMW) Adiponektin 
bekannt [83, 127]. Darüber hinaus ermöglichen Cysteinreste an den Positionen 22 sowie 
138 über Disulfidbrücken die Bildung von Hexameren – uneinheitlich als low oder middle 
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molecular weight (MMW) Formen bezeichnet – sowie von Nona-, Dodeca- oder 
Octadecameren, welche als high molecular weight (HMW) Formen des Adipozytokins 
zusammengefasst werden [122]. Die Anordnung der Adiponektinmoleküle ist dabei für 
die Fähigkeit zur Aktivierung verschiedener Signalkaskaden relevant. So induzieren 
globuläres Adiponektin sowie Trimere den Signalweg der AMP-aktivierten Protein 
Kinase (AMPK), wohingegen ausschließlich Hexamere oder HMW-Formen den NF-κB-
Signalweg aktivieren [105, 123]. 
 
 
1.4 Modulation Adipositas-assoziierter, kardiovaskulärer Pathologien durch 
Adiponektin 
Der Zusammenhang zwischen Adipositas und Erkrankungen des kardiovaskulären 
Systems ist hinreichend bekannt [31]. Die Vermehrung des Fettgewebes geht dabei mit 
einer Störung des Adipozytokinprofils einher, was die Entwicklung von Artherosklerose 
sowie weiterer kardiovaskulärer Risikofaktoren begünstigt [10, 33]. Adiponektin wird 
überwiegend von Adipozyten gebildet und in das Blut abgeben [102]. Im menschlichen 
Blutkreislauf zirkuliert das Fettgewebshormon in Konzentrationen von ca. 2-17 µg/ml. 
Im Gegensatz zu anderen Adipozytokinen nimmt die Menge an zirkulierendem 
Adiponektin jedoch nicht mit der Masse an Fettgewebe zu. Bei Übergewichtigen ist der 
Plasmaspiegel signifikant verringert [4], ebenso bei Patienten, die zwar einen Body Mass 
Index (BMI) <25 aufweisen, jedoch an Diabetes Typ 2 erkrankt sind [41]. Im Gegenzug 
bewirkt eine Reduktion des Körpergewichts einen Anstieg der Adiponektinkonzentration 
im Plasma [139]. Neben metabolischen Funktionen, wie gesteigerter Glukoseaufnahme 
in Leber und Skelettmuskel sowie Zunahme der Fettsäureoxidation [138], werden dem 
Adipozytokin auch antiinflammatorische Wirkungen zugeschrieben [133, 139]. In der 
Literatur wird der Plasmaadiponektinspiegel als prädiktiver Faktor für das Auftreten 
kardiovaskulärer Erkrankungen diskutiert [64, 66]. Kumada et al. beschrieben einen 
Zusammenhang zwischen niedrigen Adiponektinspiegeln und dem Auftreten von 
koronarer Herzkrankheit in männlichen Probanden [64]. Gleichzeitig konnte im 
Mausmodell gezeigt werden, dass eine Hypoadiponektinämie das Auftreten Adipositas-
assoziierter arterieller Hypertension fördert [87]. Ein positiver Effekt auf das Herz-
Kreislauf-System scheint zudem nicht nur in Bezug auf das vaskuläre System, sondern 
auch durch den direkten Einfluss auf kardiale Pathologien zu bestehen. Im Mausmodell 
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schützt Adiponektin das Herz vor Ischämie-Reperfusiosschäden und führt zu einer 
Verringerung der Infarktgröße [107], während Hypoadiponektinämie die Entwicklung 
einer Herzinsuffizienz (HI) beschleunigt [68]. Diese Unfähigkeit, ein ausreichendes 
Schlagvolumen zu fördern, gilt als gemeinsame Endstrecke einer Vielzahl kardialer 
Pathologien [57]. In einer Studie von Casselli et al. konnte anhand eines Schweinemodells 
gezeigt werden, dass die HI-bedingte myokardiale Reduktion der Acrp30-Expression  mit 
einer gestörten kontraktilen Funktion des Herzens korreliert [12]. Als Bindeglied 
zwischen Metabolismus, Immun- und Herz-Kreislauf-System kommt dem Adipozytokin 
daher eine zunehmende Bedeutung zu. 
 
 
1.5 C1q/tumor necrosis factor-α-related proteins: Paraloge des Adiponektins 
1.5.1 Struktur der Adiponektinparaloge 
Die Bezeichnung C1q/tumor necrosis factor-α-related proteins (CTRPs) umfasst eine 
Gruppe hoch-konservierter Paraloge des Adiponektins. Die ersten Mitglieder dieser 
Proteinfamilie wurden 2004 von Wong et al. identifiziert [136]. Inzwischen sind 15 
verschiedene CTRPs beschrieben, die wie Adiponektin der C1q-Proteinfamilie 
zugerechnet werden und denen eine Grundstruktur aus vier Domänen gemeinsam ist [61]. 
So findet sich auch bei den CTRPs ein N-terminales Signalpeptid, an welches sich eine 
kurze variable Region und eine Kollagendomäne anschließen. Am C-Terminus befindet 
sich die globuläre Domäne, die in ihrem Aufbau ebenfalls dem Komplementfaktor C1q 
entspricht [100]. Wie Abbildung 2 (B und C) zeigt, sind sowohl Adiponektin, als auch 
die CTRPs in der Lage, sich als Homotrimere zusammenzulagern, welche sich teilweise 
zu komplexeren Strukturen organisieren [100, 135]. Darüber hinaus formen CTRPs 
sowohl miteinander, als auch in Kombination mit Adiponektin Heterotrimere. Unter den 
genannten Paralogen weist CTRP 9 mit 54% Aminosäurehomologie der globulären 
Domäne die höchste Ähnlichkeit zu Adiponektin auf, gefolgt von CTRP 2 (42%), CTRP 
7 (43%) und CTRP 1 (30%) [134]. Die CTRPs werden von verschiedenen Zellen und 
Geweben – unter anderem auch von Adipozyten – gebildet, wobei die einzelnen Paraloge 
individuelle Expressionsmuster aufweisen [135].  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Struktur und Vergleich von Adiponektin und CTRP 1, 2, 7 und 
9 (modifiziert nach [100]). (A) Grundstruktur als Monomer mit Aufbau aus N-terminalem Signalpeptid, 
variabler Region, Kollagen- und globulärer Domäme sowie Cysteinresten; (B) homotrimere Anordnung 
aus 3 Monomeren; (C) komplexere Oligomer-Anordnung. 
 
 
1.5.2 Biologische Funktionen von CTRP 1, 2, 7 und 9 
Während die vielfältigen Wirkungen des Adiponektins in der Literatur ausgiebig 
analysiert wurden, ist die biologische Funktion der CTRPs bislang nur unvollständig 
bekannt. Abbildung 3 gibt einen Überblick über einige Funktionen der hier behandelten 
CTRPs. In bisherigen Studien werden CTRP 1 und 2 überwiegend bezüglich ihrer 
metabolischen Einflussnahme, insbesondere auf Glukose- und Fettstoffwechsel, 
diskutiert [136]. So bewirkt CTRP 1 in Mäusen eine Absenkung des Blutglukosespiegels 
[135] und trägt bei Überexpression in transgenen Tieren zu einer Verbesserung der 
Insulinsenitivität bei [94, 95]. Beide CTRPs stimulieren die Aufnahme von Glukose, die 
Akkumulation von Glykogen sowie die Oxidation von Fettsäuren im Skelettmuskel [94, 
95, 136]. Daneben scheint CTRP 1 direkt an der Regulation des Blutdrucks durch 
Beeinflussung der Aldosteronproduktion beteiligt zu sein [54]. Es hemmt zudem die 
Kollagen-induzierte Plättchenaggregation, welche sowohl durch spontane Rupturen 
artherosklerotischer Plaques, als auch im Rahmen der interventionellen 
Revaskularisierung gefördert wird [65].  
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Abbildung 3: Überblick über die biologischen Funktionen der CTRPs.  
 
Im Gegensatz zu CTRP 1 und 2 sind mögliche Funktionen von CTRP 7 bislang am 
wenigsten erforscht. Dagegen zeigen neuere Studien kardioprotektive Effekte von CTRP 
9, wobei auch klassische Signalwege des Adiponektins eine Rolle zu spielen scheinen 
[56, 114]. Es ist bekannt, dass Veränderungen auf vaskulärer Ebene die Grundlage vieler 
kardialer Pathologien darstellen [22]. In einer Studie von Zheng et al. wurde durch 
Untersuchungen an C57BL/6-Mäusen sowie human umbilical vein endothelial cells 
(HUVECs) gezeigt, dass CTRP 9 endothelabhängig vasodilatatorisch wirkt [142]. Über 
cAMP-abhängige Mechanismen scheint CTRP 9 außerdem der Bildung von Neointima 
vorzubeugen, wodurch es als potentieller Therapieansatz zur Verhinderung einer Gefäß-
Restenose nach Angioplastie diskutiert wird [125]. Ein myokardialer 
Reperfusionsschaden konnte in 10-12 Wochen alten C57BL/6-Mäusen zudem durch 
Gabe von CTRP 9 verhindert werden [56]. Im ischämischen Herzen werden CTRP 9 
positive Effekte, u.a. im Rahmen des Remodellings nach Myokardinfart, zugeschrieben. 
So verbesserte die Gabe von CTRP 9 in C57BL/6-Tieren das Überleben nach 
Myokardinfarkt und wirkte sich günstig auf kardiomyozytäre Apoptose und das Ausmaß 
myokardialer Fibrose aus [114].  
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1.6 Adiponektinrezeptoren und nachgeschaltete Signalwege 
Die  Adiponektinrezeptoren AdipoR1 und AdipoR2 wurden erstmals 2003 von Yamauchi 
et al. beschrieben. Beide enthalten sieben Transmembranhelices mit einem 
extrazellulären, C-terminalen Ende sowie einer intrazellulären N-terminalen Domäne, 
was sie von anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren unterscheidet [137]. Zwei Jahre 
nach der Erstbeschreibung wurden die Adiponektinrezeptoren einer gemeinsamen 
Superfamilie mit Progesteron- sowie anderen Rezeptoren unbekannter Funktion 
zugeordnet, den PAQRs (progestin and adipoQ receptors) [116]. Die 11 bisher bekannten 
PAQRs werden in drei Rezeptorklassen unterteilt, wobei AdipoR1 (PAQR 1), AdipoR2 
(PAQR 2) sowie PAQR 3 und 4 als Klasse I zusammengefasst werden [109]. 
Garitaonandia et al. identifizierten Adiponektin als möglichen Liganden für PAQR 3 [29]. 
Im Gegensatz zu AdipoR1 und 2 ist PAQR 3 im Golgi-Apparat der Zelle lokalisiert und 
nimmt Einfluss auf Zellmigration und Proliferation, Kanzerogenese, aber auch auf 
Insulinsensitivität und zellulären Energiehaushalt [129-131]. Als dritter 
Adiponektinrezeptor wird in der Literatur T-Cadherin genannt [47]; die Funktion – 
eventuell als Co-Rezeptor, wie von Denzel et al. vermutet – bedarf derzeit jedoch noch 
weiteren Untersuchungen [21].  Daneben wird auch Calreticulin, insbesondere in Bezug 
auf antiinflammatorische Adiponektinwirkungen, als weiterer Acrp30-Rezeptor 
diskutiert [115]. Das Protein Calreticulin fungiert einerseits als Chaperon im 
endoplasmatischen Retikulum, ist andererseits aber auch als Co-Rezeptor u.a. für die 
Bindung an C1q auf der Zelloberfläche beschrieben [78]. Duus et al. konnten zeigen, dass 
Calreticulin mit Mitgliedern der C1q-Superfamilie, wie cluster of differentiation 40 
ligand (CD40L), mannan-binding lectin (MBL), tumour necrosis factor-related 
apoptosis-inducing ligand (TRAIL), Fas ligand (FasL) sowie Acrp30 interagiert [24]. 
Obwohl davon ausgegangen wird, dass sowohl AdipoR1, als auch AdipoR2 ubiquitär in 
vielen menschlichen Geweben exprimiert werden [124], ist AdipoR1 vor allem in der 
Muskulatur detektierbar, wo der Rezeptor hauptsächlich globuläres Adiponektin bindet. 
Im Gegensatz dazu wird AdipoR2 mehrheitlich auf Hepatozyten nachgewiesen und 
bindet dort sowohl globuläres, als auch full-length Adiponektin [137]. Die Aktivität der 
Adiponektinrezeptoren wird durch Bildung von Homo- und Heterooligomeren auf der 
Zelloberfläche beeinflusst [137]. So konnte gezeigt werden, dass Adiponektin die 
Bildung von AdipoR1-Dimeren in menschlichem Muskelgewebe unterdrückt, wobei 
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davon ausgegangen wird, dass die monomere Form des Rezeptors für die 
Adiponektineffekte verantwortlich ist [63]. Ein wichtiger, intrazellulärer 
Interaktionspartner der AdipoRs ist das APPL1 (adaptorprotein containing PH domain, 
PTB domain, and leucine zipper motif) [74]. In Abwesenheit von Adiponektin bildet 
APPL1 einen dimeren Komplex mit seiner Isoform APPL2, gleichzeitig bindet APPL2 
an den AdipoR-N-Terminus (Abbildung 4A). Die extrazelluläre Bindung von Acrp30 an 
den Adiponektinrezeptor bewirkt die Dissoziation beider Isoformen, wodurch APPL2 die 
Bindungsstelle des AdipoR freigibt und APPL1 binden kann [128]. In Muskelgewebe 
konnte gezeigt werden, dass dies die Translokation der liver kinase B1 (LKB1) aus dem 
Nukleus in das Zytosol bewirkt. Die Serin/Threonin-Kinase geht in Folge über die BAR-
(Bin-Amphiphysin-Rvs-) Domäne eine Verbindung mit APPL1 ein und katalysiert die 
Phosphorylierung der AMPK an Position Thr172 [143]. Neben dieser Kaskade 
beschrieben Zhou et al. einen weiteren, in der AMPK-Phosphorylierung resultierenden 
Signalweg: Die Anwesenheit von Adiponektin bewirkt die hydrolytische Spaltung von 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2); das entstandene Inositol-1,4,5-trisphosphat 
(IP3) induziert die Freisetzung von Ca2+ aus dem endoplasmatischen Retikulum. Im 
Zytosol stimulieren die Kalziumionen Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 
kinases (CaMKKs), welche wie auch LKB1 zur Phosphorylierung der AMPK führen 
(Abbildung 4B) [143]. 
Die AMPK ist als Mitglied der AMP-activated/SNF1 Protein Kinase Subfamilie Teil 
hoch-konservierter Protein-Kinase-Kaskaden in eukaryontischen Zellen und wesentlich 
an der Regulation von Metabolismus, Wachstum und Funktion der Zelle beteiligt [34]. 
Das Schlüsselenzym der Fettsäurebiosynthese, die Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC), wird 
über Phosphorylierung an Position Ser79 durch die AMPK inaktiviert [11]. Unter den 
Adipozytokinen gilt Adiponektin als hormoneller Aktivator der AMPK in zahlreichen 
Gewebe- und Zelltypen. Der Zusammenhang zwischen metabolischen Störungen und 
kardialen Pathologien rückt die Proteinkinase, ihre Rolle im Herzen sowie als potentielles 
therapeutisches Ziel daher zunehmend in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen.  
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Abbildung 4: Interaktion von AdipoR mit nachgeschalteten Signalwegen (modifiziert nach [36, 128, 143]). 
(A) In Abwesenheit von Adiponektin (Acrp30) bindet APPL2 an die N-terminale Domäne des 
Adiponektinrezeptors unter Dimerbildung mit APPL1. (B) Adiponektin bindet an AdipoR und bewirkt die 
Dissoziation des APPL-Dimers, wodurch APPL1 an den N-Terminus des Rezeptors bindet. APPL1 bewirkt 
die Translokation der Serin/Threonin-Kinase LKB1 aus dem Nukleus, welche die Phosphorylierung der 
AMPK katalysiert. Über Aktivierung der Phospholipase C (PLC) durch Acrp30 mit resultierender 
Freisetzung von Kalziumionen aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) kommt es gleichzeitig zur 
Aktivierung der CaMKK, welche ebenfalls eine Phosphorylierung der AMPK bewirkt.   
 
 
1.7 Reaktive Sauerstoffspezies und antioxidative Schutzmechanismen im 
Rahmen metabolischer und kardialer Pathologien 
Der aerobe Organismus ist über die Cytochrom-C-Oxidase, welche sich in der 
mitochondrialen Membran eukaryonter Zellen befindet, in der Lage, Sauerstoff unter 
Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) zu reduzieren. Dabei können bereits im 
physiologischen Milieu Superoxid-Anionen entstehen, die zusammen mit 
Wasserstoffperoxid sowie dem Hydroxylradikal zu den reaktiven Sauerstoffspezies 
(ROS) gezählt werden [76]. Diese instabilen Verbindungen können einerseits zelluläre 
Bestandteile wie DNA oder die Zellmembran schädigen, werden andererseits aber auch 
als wichtige Signalmoleküle diskutiert [18, 26, 76]. Komplexe enzymatische und nicht-
enzymatische Mechanismen, die unter dem Begriff antioxidatives Schutzsystem 
zusammengefasst sind, dienen der Abwehr ROS-induzierter zellulärer Schäden und 
Funktionseinschränkungen [104]. Unter physiologischen Bedingungen katalysieren 
Superoxiddismutasen (SODs) die Bildung von H2O2 und elementarem Sauerstoff aus 
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Superoxid-Radikalen [77]. Wasserstoffperoxid wird in weiteren Reaktionsschritten durch 
Katalasen, Glutathion-Peroxidasen (GPX) und Peroxiredoxine in weniger schädliche 
Verbindungen umgewandelt. Während die Katalase H2O2 zu H2O und elementarem 
Sauerstoff katalysiert [16, 85], beschleunigen Glutathion-Peroxidasen mit Hilfe von 
Glutathion die Reduktion von H2O2. Bisher sind vier Isoformen dieser Proteine 
beschrieben, die als GPX 1-4 bezeichnet werden [20]. Peroxiredoxine, welche ebenfalls 
an der Umwandlung von H2O2 beteiligt sind [39], werden im oxidierten Zustand unter 
anderem durch das Redoxprotein Thioredoxin (Trx) regeneriert [40], wovon insgesamt 3 
Isoformen bekannt sind [79, 112, 117].  
Der pathologische Zustand der Adipositas ist durch ein Ungleichgewicht von Entstehung 
und Elimination der reaktiven Sauerstoffspezies gekennzeichnet, wobei dem Fettgewebe 
und der vermehrten Expression der Nikotinamidadenindinukleotidphosphat- (NADPH-) 
Oxidase eine bedeutende Rolle in der ROS-Produktion beigemessen wird [28]. 
Gleichzeitig ist die Expression und Aktivität der beschriebenen antioxidativen Enzyme 
im Fettgewebe adipöser Individuen reduziert [28, 62, 88, 89]. Die Zunahme von 
oxidativem Stress beschleunigt die Entwicklung weiterer kardiovaskulärer 
Risikofaktoren, wie Diabetes und Artherosklerose [37, 43]. Erkrankungen des 
kardiovaskulären Systems führen zudem zu einer Verschlechterung der 
Sauerstoffversorgung des Herzens und einer verstärkten Bildung von ROS [49, 72]. 
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1.8 Fragestellung 
Das Adipozytokin Adiponektin stellt ein wichtiges Bindeglied zwischen Metabolismus, 
Immun- und kardiovaskulärem System mit kardioprotektivem Potential dar. Die 
strukturelle Ähnlichkeit der CTRPs als Mitglieder der C1q-Proteinfamilie und 
Adiponektinparaloge lässt ähnliche Funktionen vermuten. Daher steht in der 
vorliegenden Arbeit die Beantwortung der folgenden Fragen im Mittelpunkt: 
(1) In welchem Ausmaß werden die CTRPs 1, 2, 7 und 9 im Rahmen von Erkrankungen 
wie Adipositas, bei Herzinsuffizienz oder im Alter differentiell exprimiert? 
(2) Welchen Einfluss nehmen CTRP 1, 2, 7 und 9 im Vergleich zu Adiponektin auf die 
Aktivierung der AMPK-Signalkaskade in Kardiomyozyten der Ratte? 
(3) Schützen Adiponektin und die genannten Adiponektin-Paraloge Kardiomyozyten 
vor oxidativem Stress? Welche Schutzmechanismen sind hierbei involviert und 
welche Rolle spielt die AMPK-Signalkaskade in der Vermittlung dieser Effekte? 
(4) Welchen Einfluss üben Adiponektin und die beschriebenen CTRPs auf die 
kontraktile Funktion isolierter Kardiomyozyten aus?    
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Geräte  
Brutschrank BBD 6220 Heraeus  Thermo Scientific, Langenselbold   
Fusion Fx7 Detektionssystem  peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Feinwaage ALJ 160-4NM   KERN & Sohn GmbH, Balingen 
Glasgeräte      Schott, Mainz 
Interface INT4      Scientific Instruments GmbH, Heidelberg  
Kapselpinzette      Eickemeyer, Tuttlingen 
Langendorff-Apparatur    Eigenbau, Physiologisches Institut,  
Universität Gießen 
Magnetrührer L-73    Kisker-Biotech, Steinfurt    
Mikroplatten-Lesegerät InfiniteTM M200 Tecan Group Ltd., Männedorf 
Mikroskop Olympus IX70   Olympus, Hamburg 
Mikroskop TMS-F Typ 102    Nikon GmbH, Düsseldorf 
Monitor Typ Observation Monitor  Philips Deutschland GmbH, Hamburg 
Nano Drop®  ND-1000    peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Neubauer-Zählkammer    Fein-Optik, Bad Blankenburg 
Oszillograph OS-9020A   GoldStar Co., Korea     
pH-Meter HI 223     HANNA Instruments GmbH, Kehl am Rhein 
Präparationsbesteck    Aesculap, Tuttlingen 
Schüttler KS 250 basic    Schütt Labortechnik, Göttingen 
Schwenkschüttler Unitwist R7  Kisker-Biotech, Steinfurt 
Sterilbank Hera Safe KS   Thermo Scientific, Langenselbold   
Stimulator      Eigenbau, Physiologisches Institut,  
Universität Gießen 
Thermocycler Mx3000P   Stratagene Co., La Jolla (USA) 
Thermocycler T3     Biometra GmbH, Göttingen 
Gewebezerhacker     HSE, March-Hugstetten 
Ultraschallstoßgerät Labsonic U  B. Braun AG, Melsungen 
UV-Tisch      Schütt Labortechnik, Göttingen 
Vortexmischer Top-Mix 11118  Fisher Bioblock Scientific, Schwerte 
Wasserbad GFL®    Schütt Labortechnik, Göttingen 
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Zeilenkamera ZK4    Scientific Instruments GmbH, Heidelberg  
Zentrifuge Haereus Fresco 17  Thermo Scientific, Langenselbold   
 
 
2.1.2 Software 
CorelDRAW Version 11.0   Corel GmbH, München  
FUSION-CAPTTM Software    VILBER LOURMAT Deutschland GmbH, 
Version 15.0 Eberhardzell 
MuCELL      Scientific Instruments GmbH, Heidelberg 
Sigma Plot Version 10.0   Systat Software GmbH, Erkrath   
Sigma Stat Version 3.5    Systat Software GmbH, Erkrath 
Tecan Magellan Version 6.6   Tecan Group Ltd., Männedorf 
Quantity One® Version 4.3.1    Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Vector NTI Advance 9    Invitrogen Co., Carlsbad (USA) 
 
 
2.1.3 Verbrauchsmaterialien 
15 ml Röhrchen Typ Falcon   Becton Dickinson, Canaan (USA) 
50 ml Röhrchen Typ Cellstar® Tubes Greiner, Frickenhausen 
96-Well-Mikroplatten    Greiner, Frickenhausen 
Blottpapier      Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Küvetten      Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Nylonnetz (Polyamid, 200 μm)   NeoLab, Heidelberg 
PCR-Streifen     Greiner, Frickenhausen 
Pipettenspitzen, diverse   Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße (0,5 - 2 ml) Safe Seal 
micro tube      Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
Nitrozellulosemembran WhatmanTM  
ProTran BA85     GE Healthcare, München 
Zellkulturschalen Falcon   Becton Dickinson, Canaan (USA) 
Zellschaber     Greiner, Frickenhausen 
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2.1.4 Chemikalien 
Acrylamid/Bisacrylamidlösung  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Adenine 9-β-D-arabinofuranoside  
(AraA), Minimum 99%   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Agarose      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Ammoniom persulfate (APS)  Merck, Darmstadt 
Ampicillin      Roth, Karlsruhe 
Aqua bidestillata     B. Braun, Melsungen 
Chloroform, Minimum 99%   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
p-Cumarsäure     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
D(+)-Glucose anhydrous   Fluka Chemie AG, Buchs (CH) 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO),   
Minimum  99,9%     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
DNA-Leiter 100 bp DNA Ladder  
N2321G       New England Biolabs, Ipswich (USA) 
Desoxyribonukleosidtriphosphat- 
(dNTP-) Mix     Fermentas, St. Leon-Rot 
Ethanol      Riedel-deHaën, Seelze 
Ethylendiamintetraessigsäure  
(EDTA)      Roth, Karlsruhe 
Fetal bovine serum (FBS)   PAA Laboratories GmbH, Pasching (AU) 
GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain   Biotium, Haywood (USA) 
Glukose      Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Glycin      Roth, Karlsruhe 
GoTaq® DNA-Polymerase   Promega, Mannheim 
Hoechst33258     Invitrogen, Karlsruhe 
Isoproterenol      Roth, Karlsruhe 
Kanamycin      Roth, Karlsruhe 
Kollagenase Typ CLSII (332 U/mg)  Biochrom, Berlin 
Luminol      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Luria broth (LB) Agar    Roth, Karlsruhe 
Luria broth (LB) Medium   Roth, Karlsruhe 
Medium 199/Earl’s Salts    Biochrom, Berlin 
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Methanol      Merck, Darmstadt 
Metformin      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Natriumchlorid     Roth, Karlsruhe 
Natriumhydroxid (NaOH)   Merck, Darmstadt 
PageRuler™ Prestained Protein  
Ladder Plus SM 1811     Fermentas, St. Leon-Rot 
PBS Tablets     GIBCO™ Invitrogen Corporation (UK) 
Penicillin / Streptomycin   Biochrom KG, Berlin 
PfuUltra HF DNA Polymerase  Stratagene, Heidelberg 
Phosphatase Inhibitor    Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg 
Primer (diverse)     Invitrogen, Karlsruhe 
2-Propanol      Fluka Chemie AG, Buchs (CH) 
Propidiumiodid (PI)    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Protease Inhibitor    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Restriktionsenzyme (diverse)  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
RNase A      Roth, Karlsruhe 
RNase-Exitus PlusTM    AppliChem GmbH, Darmstadt 
RNase Out      Invitrogen, Karlsruhe 
Salzsäure (HCl)     Riedel-deHaën, Seelze 
SDS ultrapur     Roth, Karlsruhe 
N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin  
(TEMED)      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
TRIzol-Reagenz     Invitrogen, Karlsruhe 
Tris-(Hydroxymethyl)-  
Aminomethan (Tris)    Roth, Karlsruhe 
Trockenmilchpulver    Milbona, Neckarsulm 
Tween 20      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-  
Galactopyranoside (X-Gal)   AppliChem GmbH, Darmstadt 
Wasserstoffperoxid (H2O2) 30%  AppliChem GmbH, Darmstadt 
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2.1.5 Kit-Systeme 
E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit II  peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
peqGOLD Gel Extraction Kit   peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Pierce® BCA Protein Assay Kit  Thermo Scientific, Langenselbold 
Platinum® SYBR® Green qPCR 
SuperMix-UDG     Invitrogen, Karlsruhe 
Pure LinkTM Hi Pure Plasmid  
Midprep Kit     Invitrogen, Karlsruhe 
TOPO® TA Cloning® Kit  
for Sequencing     Invitrogen, Karlsruhe 
 
 
2.1.6 CTRPs 
Die in dieser Arbeit verwendeten CTRPs wurden innerhalb der Arbeitsgruppe mittels 
Affinitätschromatograhie aus E. coli (Stamm BL21(AI3), Stratagene, Heidelberg) 
isoliert. Entsprechende Fragmente wurden zuvor mittels LR-Rekombination vom 
Eingangsvektor (pENTRTM TOPO®) in den Zielvektor (pDEST 17) eingebracht. 
 
2.1.7 Kardiale Gewebeproben 
Die kardialen Gewebeproben entstammen Patienten der Universitätsklinik und Poliklinik 
für Herz- und Thoraxchirurgie, Universitätsklinikum Halle (Saale). Ein Votum der 
Ethikkommission der Universität Halle-Wittenberg vom 02.08.2005 sowie eine 
Anschlussbegutachtung der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universität Gießen vom 
27.05.2010 (AZ 65/10) liegen vor. Der Probengewinnung gingen die Aufklärung der 
Patienten und das Einholen des schriftlichen Einverständnisses voraus. 
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2.1.8 Antikörper  
Tabelle 2: Herkunft und Eigenschaften der eingesetzten Antikörper 
Antikörper Spezies Firma 
eingesetzte 
Verdünnung 
Anti-CTRP 7  
(human) 
Kaninchen 
BIOTREND Chemikalien 
GmbH, Köln 
1:500 
Anti-CTRP 9  
(human) 
Kaninchen 
BIOTREND Chemikalien 
GmbH, Köln 
1:500 
Anti-GAPDH Kaninchen Abcam , Cambridge (USA) 1:1.000 
Anti-phospho-ACC 
(Ser79) 
Kaninchen 
Cell Signaling Technology, 
Inc., Danvers (USA) 
1:500 
Anti-phospho-
AMPKα (Thr172) 
Kaninchen 
Cell Signaling Technology, 
Inc., Danvers (USA) 
1:500 
Anti-Rabbit IgG, 
HRP-konjugiert 
Ziege 
Santa-Cruz Biotechnology 
Inc., Heidelberg 
1:10.000 
 
2.1.9 Primer 
 
Tabelle 3: Eigenschaften der eingesetzten Primer  
  
Spezies 
 
Primer 
 
Sequenz (5` zu 3`) 
Fragment-
länge (bp) 
Catalase Ratte 
sense CCTGACATGGTCTGGGACTT 
200 
antisense CAAGTTTTTGATGCCCTGGT 
CTRP 1 Mensch 
sense AGAGGGCTGAAGAACAACATGA 
99 
antisense TACATGGAGGTACCAGGGTCA 
CTRP 2 Mensch 
sense GACCTTTGATGCCAACACCG 
142 
antisense GGCTGTCTGTCCAGTAAGGG 
CTRP 7 Mensch 
sense AGAGGTAAGACTGGACCGCTA 
186 
antisense GCTTCCACATCTGCAAACTCC 
CTRP 9 Mensch 
sense AGCCCTAGGGTCCAGTTCAG 
199 
antisense ATCGCCTTTGTCACCCTTCG 
GPX 1 Ratte 
sense TCGGACATCAGGAGAATGGCAAGA 
177 
antisense GATCGTCACTGGGTGCTGGC 
GPX 2 Ratte 
sense TGGCTTACATCGCCAAGTCT 
212 
antisense CGAACTGGTTGCAAGGGAAG 
MnSOD Ratte 
sense ATCTGAACGTCACCGAGGAG 
330 
antisense TGCAGTGGGTCGTGATTAGA 
SP6 long Sequenzierprimer ACTTAGAAGTGAGTATGAGTAC - 
T7 Sequenzierprimer TAATACGACTCACTATAGGG - 
Trx 1 Maus 
sense GCTGATCGAGAGCAAGGAAG 
251 
antisense CCCACCTTTTGACCCTTTTT 
Trx 2 Maus 
sense CCCCTCAGTACAATGCTGGT 
371 
antisense CTAGCTGGTCCTCGTCCTTG 
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2.2 Arbeiten mit Zellen 
2.2.1 Isolation adulter Kardiomyozyten der Ratte 
Die adulten Kardiomyozyten wurden mit Hilfe eines Langendorff-Perfusionssystems, 
wie von Schlüter et al. [103] beschrieben, aus den Herzen männlicher und weiblicher 
Wistar-Ratten isoliert. Dazu wurden die Tiere mit Isofluran narkotisiert und mittels 
Genickbruch getötet. Danach wurde der Thorax eröffnet und mit eiskalter NaCl-Lösung 
gespült. Das Herz wurde entnommen und in eine mit eiskalter NaCl-Lösung gefüllte 
Petrischale verbracht. Nach Entfernen von nicht-kardialen Geweberesten wurde das Herz 
über die Aorta an die Perfusionskanüle des Langendorff-System angeschlossen und mit 
einer Krokodilklemme fixiert. Bei diesem Vorgang war darauf zu achten, dass die Kanüle 
nicht zu weit in das Herz eingebracht wurde, um eine Zerstörung der Aortenklappe zu 
verhindern und die Perfusion über die Koronararterien zu gewährleisten. Vor Anbringen 
des Herzens wurde das System mit 37°C warmen Powell-Perfusionsmedium mit einer 
Geschwindigkeit von einem Tropfen pro Sekunde durchflutet.  
 
Tabelle 4: Zusammensetzung des Powell-Perfusionsmediums 
 
Powell-Perfusionsmedium 
NaCl 110 mmol/l 
KCl 2,6 mmol/l 
KH2PO4 1,2 mmol/l 
MgSO4 1,2 mmol/l 
NaHCO3 25 mmol/l 
Glukose 11 mmol/l 
 
 
Die Aorta wurde nun mit einem Leinenfaden fest an die Kanüle gebunden und die 
Krokodilklemme abgenommen. Durch Spülen des Herzens mit Perfusionsmedium für 3-
5 Minuten wurde das verbliebene Blut aus dem Organ entfernt. Anschließend wurde die 
Reperfusion des Herzen mit Kollagenase-Puffer (50ml Powell-Perfusionsmedium, 20 mg 
Kollagenase, 12,5 µl Kalzium-Stammlösung (100 mmol/l)) für 25 Minuten gestartet. Das 
Herz wurde danach von der Apparatur gelöst und jeweils sowohl linker als auch rechter 
Ventrikel mit Hilfe eines Skalpells von den Vorhöfen und der Aorta getrennt. Nach 
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mechanischer Zerkleinerung der Ventrikel wurden diese für 5 Minuten mit auf 37°C 
vorgewärmten Kollagenasepuffer nachverdaut. Während dieses Vorgangs wurde durch 
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren des Zellverbundes die Isolation der Kardiomyozyten 
beschleunigt. Nach Filtrieren mittels eines Nylon-Filters mit einer Porengröße von 200 
µm wurde die gewonnene, nun von Zelltrümmern und Kollagenase-Puffer befreite 
Zellsuspension für 3 Minuten bei 400 U/min zentrifugiert. Der Überstand, welcher 
Endothelzellen und Fibroblasten enthält, wurde abgesaugt und das Kardiomyozyten-
Pellet in 10 ml Powell-Medium mit einem CaCl2-Gehalt von 200 µmol/l überführt. Nach 
erneutem Zentrifugieren für 3 Minuten bei 400 U/min  wurde das Pellet nun in 10 ml 
Powell-Medium mit einem CaCl2-Gehalt von 400 µmol/l resuspendiert. Diese 
Suspension wurde in bereits zu 2/3 mit einem BSA- (bovines Serumalbumin-) Gradienten 
(50 ml Powell-Perfusionsmedium, 2 g BSA, 500 µl CaCl2 (100 mmol/l)) befüllte 
Reagenzgläser aufgenommen und für eine Minute bei 300 U/min zentrifugiert. Die im 
Pellet konzentrierten stäbchenförmigen Kardiomyozyten konnten nun in das bereits auf 
37°C vorgewärmte CCT-Kulturmedium (modifiziertes Medium M199) überführt 
werden. 
 
 
2.2.2 Kurzzeitkultur isolierter Kardiomyozyten 
Die resuspendierten Kardiomyozyten wurden in CCT-Medium für 24-48 Stunden bei 
37°C unter CO2-freien Bedingungen kultiviert. Eine länger andauerende Kultur wird 
dabei durch eine kontinuierliche Abnahme der Zahl vitaler, stäbchenförmiger 
Kardiomyozyten limitiert. Das CCT-Kulturmedium (5,0 l M199, 5 mmol/l Creatinin, 2 
mmol/l Carnitin, 5 mmol/l Taurin, 100 U/ml Penicillin / Streptomycin, 10 µmol/l Cytosin-
ß-Arabinofuranosid) wurde in einem Endvolumen von fünf Litern hergestellt, 
sterilfiltriert und bei 4°C bis zur weiteren Verwendung zwischengelagert. Das eingesetzte 
Medium 199 (M199) wurde mit HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
Ethansulfonsäure, 15 mmol/l) gepuffert und auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. 
Cytosin-ß-Arabinofuranosid diente der Vermeidung des Wachstums nicht-
kardiomyozytärer Zellen. Zum Erreichen einer möglichst hohen Dichte an 
Kardiomyozyten auf dem Boden der Zellkulturschalen wurden diese 24 Stunden vor der 
Isolation mit Vorinkubationsmedium (1 ml / 10 cm2 Schale) benetzt. Das 
Vorinkubationsmedium bestand aus CCT-Medium unter Zusatz von 4% fetalem 
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Kälberserum (fetal calf serum, FCS) und wurde vor Einbringen der Kardiomyozyten 
abgesaugt. Nach dem Ausplattieren wurden die Zellen 1,5 Stunden unter den 
beschriebenen Bedingungen inkubiert. In dieser Zeit hefteten sich die Zellen an den 
Boden der Kulturschalen. Nach Wechsel des Mediums zum Entfernen nicht adaptierter 
und toter Zellen konnten die Kardiomyozyten je nach Versuchsprotokoll stimuliert 
werden.  
 
 
2.3 Arbeiten mit Proteinen 
2.3.1 Ernte, Isolation und Konzentrationsbestimmung von  Proteinen 
Zur Ernte von Protein aus den kultivierten Zellen wurde zuerst das Stimulationsmedium 
abgesaugt. Zelltrümmer oder nicht mehr am Schalenboden haftende Kardiomyozyten 
oder Kardiomyoblasten wurden durch einmaliges Waschen mit eiskaltem PBS (1ml / 10 
cm2 Schale) entfernt. Die Entnahme der verbliebenen Zellen erfolgte auf Eis durch 
Zugabe von 80-120 µl / 10 cm2 SDS-Lysepuffer, welcher sich aus einem geeigneten 
Volumen 1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris (pH 8,1), Phosphatase-Inhibitor (1:50) 
sowie Protease-Inhibitor (1:250) zusammensetzte und auf einen pH-Wert von 8,1 
eingestellt war. Dem Ablösen mit einem Zellschaber folgte die Überführung der Proben 
in 1,5 ml Reaktionsgefäße. Bis zur weiteren Verwendung wurden diese entweder auf Eis 
oder bei -80°C zwischengelagert. Im nächsten Schritt wurden die Zellen mittels 5-
sekündiger Ultraschallbehandlung (Ultraschallstoßgerät Labsonic U von B. Braun) 
lysiert. Nach Inkubation auf Eis für 30 Minuten wurden die Proben 10 Minuten bei 14.000 
U/min und 4°C zentrifugiert. Der proteinhaltige Überstand wurde in neue 
Reaktionsgefäße verbracht und auf Eis zwischengelagert. Zur Bestimmung der 
Proteinkonzentration der Proben kam das Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo 
Scientific) zur Anwendung. Als Standard diente BSA mit einer Konzentration von 2,0 
mg/ml, welches durch Verdünnung mit Aqua bidest in Konzentrationen von 0 mg/ml 
(Leerwert) bis 2,0 mg/ml eingesetzt wurde. Diese Standardreihe konnte bei -20°C 
zwischengelagert werden. Von den Proteinproben wurden zudem 1:10-Verdünnungen 
hergestellt. Zur eigentlichen Messung wurden je 10 µl Kontrolle (Leerwert), 10 µl 
Standard in aufsteigender Konzentration sowie 10 µl verdünnte Probe in die Vertiefungen 
einer 96-Well-Mikroplatte (Greiner) pipettiert. Im nächsten Schritt erfolgte die Zugabe 
von je 200 µl Reagenzgemisch, welches sich aus den Reagenzien A und B in einem 
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Verhältnis von 50:1 zusammensetzte. Einer 30-minütigen Inkubation der Platte bei 37°C 
schloss sich die Vermessung im Mikroplatten-Lesegerät InfiniteTM M200 (Tecan Group 
Ltd) an. Die ermittelten Konzentrationen ermöglichten die Herstellung von Proben mit 
gleichem Proteingehalt durch entsprechende Verdünnung mit Aqua bidest. 
 
 
2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Zur Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld kam die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zur Anwendung. Das Gießen der Acrylamidgele 
erfolgte zwischen zwei Glasplatten, die in die Gelapparatur eingespannt waren und durch 
gläserne Abstandshalter das Herstellen von 1,5 mm dicken Gelen ermöglichten. Zunächst 
wurde das Trenngel hergestellt und zwischen die Glasplatten gegossen. Durch Zugabe 
von  APS und TEMED wurde die Polymerisation des Acrylamids beschleunigt. Mit Hilfe 
von Isopropanol konnte Blasenbildung bzw. das Entstehen einer unebenen 
Abschlussfläche des Gels vermieden werden. Nach einer Polymerisationsphase von 15 
Minuten wurde das Isopropanol abgegossen und die Oberkante des Gels mit destilliertem 
Wasser gereinigt. Anschließend wurde das Sammelgel in die Apparatur eingefüllt und die 
Kämme zur Bildung von 10 bzw. 15 Spuren angebracht. Tabelle 5 zeigt die 
Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel: 
 
Tabelle 5: Zusammensetzung der Western-Blot-Gele (Angaben zur Herstellung eines Gels) 
 
 Trenngel Sammelgel 
Konzentration 5% 10% 
steriles Wasser 5,80 ml 4,30 ml 2,95 ml 
40 % Acrylamid 1,50 ml 3,00 ml 0,50 ml 
Puffer (1,5 M Tris, pH 8,8) 4,50 ml 4,50 ml - 
Puffer (1 M Tris, pH 6,8) - - 0,50 ml 
10% SDS 120 µl 120 µl 40 µl 
10x APS 100 µl 100 µl 25 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 5 µl 
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Nach weiteren 15 Minuten wurden die getrockneten Gele mit ihrer Halterung in die 
Gelkammer eingespannt und diese je nach Anzahl der eingesetzten Gele bis zur 
entsprechenden Markierung mit Laufpuffer aufgefüllt.  
 
Tabelle 6: Zusammensetzung des Laufpuffers 
 
Laufpuffer 
Tris 3,03 g 
Glycin 14,42 g 
SDS 20% 5,00 ml 
Aqua bidest ad 1.000 ml 
 
 
Die mit 6xSDS-Puffer versetzten Proben wurden für 5 Minuten bei 95°C denaturiert, 
schnellzentrifugiert und bis zum Einsetzen auf Eis zwischengelagert. Nach Entfernen der 
Kämme ermöglichten die entstandenen Geltaschen das Auftragen von je 20 µl 
Proteinprobe. Zusätzlich wurden pro Gel 3 µl Molekulargewichtsmarker (PageRuler™ 
Prestained Protein Ladder Plus SM 1811; Fermentas) aufgetragen. Bei einer Spannung 
von 1,7 V/cm² konzentrierten sich die Proteine an der Grenze zwischen Sammel- und 
Trenngel, von wo aus sie ca. 120 min bei einer Spannung von 3 V/cm² in Richtung Anode 
wanderten. Die Blaufärbung der Proben durch das SDS erlaubte eine Aussage darüber, 
zu welchem Zeitpunkt die ersten Proteine die Unterkante des Trenngels erreicht hatten.  
 
 
2.3.3 Western-Blot 
Zur elektrophoretischen Übertragung der im Gel befindlichen Proteine auf eine 
Nitrocellulosemembran kam das Wet-Transfer-Verfahren zur Anwendung [120]. Dazu 
wurden zunächst Netzschwämme, Whatman-Filterpapiere, sowie die 
Nitrocellulosemembran mit Blotpuffer (Tabelle 7) für ca. 5-10 Minuten befeuchtet. Nach 
Auseinanderbauen der Gelapparatur wurde das Sammelgel abgetrennt und verworfen. 
Der Blotsandwich wurde wie folgt in der Halterung der Blotapparatur zusammengesetzt: 
1) Netzschwamm, 2) zwei Whatman-Filterpapiere, 3) Nitrocellulosemembran, 4) 
Proteingel, 5) zwei Whatman-Filterpapiere, 6) Netzschwamm. 
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Tabelle 7: Zusammensetzung des Blotpuffers 
Blotpuffer 
Tris 3,03 g 
Glycin 14,42 g 
Methanol 200 ml 
SDS 10% 2,00 ml 
Aqua bidest ad 1.000 ml 
 
Die verschlossene Halterung wurde zusammen mit zwei Kühlakkus in die Blotapparatur 
eingesetzt. Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran erfolgte für eine 
Stunde bei 4°C mit einer Spannung von 100 V.  
 
 
2.3.4 Immunfärbung 
Zunächst wurden die unbesetzten Bindungsstellen der Nitrocellulosemembran mit 
Blockierungslösung, welche aus 5% in tris-buffered saline tween (TBS-T, Tabelle 8) 
gelöstem Trockenmilchpulver bestand, für eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert. 
Danach erfolgte die Inkubation mit der entsprechenden Primärantikörperlösung (2,5% 
Trockenmilch in TBS-T, Primärantikörper in entsprechender Verdünnung) bei 4°C über 
Nacht. Anschließend wurde die Membran dreimal mit TBS-T für je 10 Minuten 
gewaschen und für eine Stunde bei Raumtemperatur mit Sekundärantikörperlösung (2,5% 
Trockenmilch in TBS-T, Sekundärantikörper 1:10.000) inkubiert. In dieser Arbeit kamen 
dazu Sekundärantikörper, welche mit horse radish peroxidase (HRP) konjugiert waren, 
zur Anwendung.  
 
Tabelle 8: Zusammensetzung von TBS-T 
TBS-T 
NaCl 8,0 g 
Tris 12,1 g 
Tween 20 2,0 ml 
Aqua bidest ad 1.000 ml 
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Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS-T folgte die Inkubation der 
Nitrocellulosemembran mit Enhanced Chemo Luminescence (ECL)-Lösung, welche die 
HRP-Enzymreaktion startete und die sich aus 10 ml 100 mM Tris-HCl (pH 8,5), Luminol 
(250 mM), Cumarsäure (90 mM) sowie Wasserstoffperoxid (1:2.000) zusammensetzte. 
Die Chemilumineszenzsignale der markierten Proteinbanden wurden mit Hilfe des 
Detektionssystems Fusion Fx7 (peQLab) registriert und die entstandenen Bilder über die 
FUSION-CAPTTM Software (Vilber Lourmat) dokumentiert. Der Auswertung der 
Bildinformationen durch das Programm Quantity One® (BioRad) folgte die statistische 
Aufarbeitung der Daten mit dem Statistikprogramm Sigma Stat (Systat Software Inc.). 
 
 
2.4 Arbeiten mit RNA/cDNA 
2.4.1 Isolation von RNA 
Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen in TRIzol (Invitrogen) lysiert und 
anschließend in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Proben konnten nun entweder 
direkt weiterverarbeitet, oder bei -80°C zwischengelagert werden. Zur Isolation der RNA 
aus den gewonnenen Proben wurden diese gegebenenfalls 10 Minuten bei 
Raumtemperatur aufgetaut, anschließend unter einem Abzug mit Chloroform im 
Verhältnis 1:5 des zuvor eingesetzten TRIzol-Volumens versetzt und mit Hilfe eines 
Vortexmischers homogenisiert. Es folgte die Inkubation bei Raumtemperatur für 10 
Minuten, der sich ein 15-minütiger Zentrifugationsschritt bei 14.000 rpm bei 4°C 
anschloss. Die sich nun ausgebildeten 3 Phasen setzten sich zusammen aus einer 
wässrigen Oberphase, welche die RNA enthielt, einer DNA-enthaltenden Interphase und 
einer phenolischen Unterphase mit Proteinen. Die in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß 
überführte Oberphase wurde mit der Hälfte an eingesetztem TRIzol-Volumen mit 
Isopropanol versetzt, gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die RNA-
Fällung erfolgte durch 30-minütiges Zentrifugieren bei 14.000 U/min und 4°C. Der 
Überstand wurde verworfen und das RNA-Pellet mit 75% Ethanol gewaschen. Dazu 
wurde das im Reaktionsgefäß verbliebene Pellet zunächst mit 500 µl Ethanol versetzt und 
10 Minuten mit 14.000 U/min bei 4°C zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand 
verworfen, das gereinigte Pellet für 5-10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und 
die RNA schließlich in einem geeigneten Volumen Diethylpyrocarbonat-(DEPC-)Wasser 
gelöst. Die Lagerung erfolgte ab diesem Schritt bei weiterer Verwendung auf Eis oder bei 
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-80°C. Die Konzentration der isolierten RNA wurde am Photometer (Nano Drop®  ND-
1000, peQLab) gemessen und die Proben wenn nötig verdünnt. Im nächsten Schritt folgte 
die Reverse Transkription (RT) oder die Zwischenlagerung bei -80°C. 
 
2.4.2 Reverse Transkription 
Von jeder Probe wurde zunächst ein 10 µl Probenansatz (500 ng konzentrierte RNA in 
DEPC-Wasser) hergestellt, welcher zum Aufschmelzen von Sekundärstrukturen für 3 
Minuten bei 72°C denaturiert wurde. Anschließend folgte die Zugabe von je 15 µl RT-
Mix (Tabelle 9) und eine 30-minütige Inkubation bei 42°C.  
Tabelle 9: Zusammensetzung des RT-Mix 
RT-Mix 
RT-Puffer 5,0 µl 
dNTPs (12,5 mM) 1,0 µl 
Random Primer (1:125) 3,0 µl 
RNase Inhibitor 0,25 µl 
Reverse Transkriptase 0,25 µl 
DEPC-Wasser 5,5 µl 
 
Durch einminütiges Erhitzen der Proben auf 95°C wurde die Enzymaktivität der Reversen 
Transkriptase gestoppt. Die entstandene cDNA wurde auf 4°C abgekühlt und mit Aqua 
bidest im Verhältnis 1:1 verdünnt. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung 
der Proben bei -20°C. 
 
 
2.4.3 Polymerase-Ketten-Reaktion  
In dieser Arbeit erfolgte die DNA-Amplifikation mit Hilfe der GoTaq® Flexi DNA 
Polymerase (Promega). In Tabelle 10 ist die Zusammensetzung eines PCR-Mastermix-
Ansatzes aufgeführt. Je 2 µl Probe oder Aqua bidest, welches als Negativkontrolle (no 
tempalte control, NTC) diente, wurden in 0,5 ml Reaktionsgefäße pipettiert. 
Anschließend erfolgte die Zugabe von je 23 µl Mastermix-Ansatz. Die Reaktionsgefäße 
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wurden in den Thermocycler T3 (Biometra) verbracht und das PCR-Programm gestartet. 
Einem initalen Denaturierungsschritt für 2 Minuten bei 95°C folgten je nach 
Expressionstärke 20-40 PCR Zyklen, wobei die Dauer der einzelnen Schritte 
(Denaturierung, Annealing, Extension) bei 30 Sekunden und die Annealingtemperatur 
bei 60  10°C je nach eingesetztem Primer lag. Die Eigenschaften der verwendeten 
Primer sind in Tabelle 3, Seite 21 aufgeführt. 
 
Tabelle 10:  Zusammensetzung des PCR-Mastermix-Ansatzes 
PCR-Mastermix-Ansatz (1x) 
Aqua bidest 12,37 µl 
5x Green GoTaq® Flexi Buffer 5,0 µl 
MgCl2 (25 mM) 1,5 µl 
dNTPs (100 µM) 3,0 µl 
Sense-Primer (10 pmol) 0,5 µl 
Antisense-Primer (10 pmol) 0,5 µl 
GoTaq® Flexi DNA Polymerase 0,13 µl 
 
Nach Durchlaufen der gewünschten Zyklenzahl erfolgte die einstündige 
elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte in einem  Agarosegel (1% Agarose in 
TBE) bei einer Spannung von 80-160 V je nach Gelgröße. Dazu wurde die Agarose in 
TBE aufgekocht und nach Zugabe von GelRedTM (1:10.000, Biotium) in eine horizontale 
Gelkammer gegossen. Nach Polymerisation des Gels konnten die zuvor eingesetzten 
Kämme entfernt und die Proben sowie eine DNA-Leiter (DNA Ladder N2321G, New 
England Biolabs) aufgetragen werden. Das dem Agarosegel zugesetzte GelRed™ 
erlaubte die zusammen mit der ebenfalls aufgetragenen DNA-Leiter 100 bp DNA Ladder 
N2321G (New England Biolabs) die Analyse der Banden mit Hilfe des 
Detektionssystems Fusion Fx7 (peQLab).  
 
 
2.4.4 Quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion 
Die quantitative PCR ermöglicht die exakte Bestimmung der DNA-Molekülzahl in einer 
Probe und basiert auf der Anlagerung von Fluoreszenzfarbstoffen an doppelsträngige 
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DNA, wobei die Intensität der gemessenen Fluoreszenzsignale beim Durchlaufen der 
einzelnen PCR-Zyklen proportional zur Menge neu amplifizierter DNA zunimmt [15, 
35]. In dieser Arbeit kam der Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG 
(Invitrogen) zur Anwendung. Dieser Reaktionsmix enthält eine Taq DNA-Polymerase, 
den Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green I, Tris-HCl, KCl, MgCl2, dNTPs, eine Uracil-
DNA-Glykosylase (UDG) sowie Stabilisatoren. In Tabelle 11 sind die Komponenten des 
für die Real-Time PCR benötigten Reaktionsansatzes aufgeführt. Die verwendeten Primer 
und ihre Eigenschaften sind in Tabelle 3, Seite 21 aufgeführt. 
 
Tabelle 11: Zusammensetzung des Real-Time-PCR-Reaktionsansatzes 
 
Real-Time-PCR-Reaktionsansatz (1x) 
Aqua bidest 9,0 µl 
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG 12,5 µl 
Sense-Primer (10 pmol) 1,0 µl 
Antisense-Primer (10 pmol) 1,0 µl 
ROX Reference Dye (1:100 in Aqua bidest verdünnt) 0,5 µl 
 
 
Als NTC wurde Aqua bidest eingesetzt. Zu je 1 µl NTC, Plasmid-Standard oder cDNA 
wurden 24 µl des Reaktionsansatzes pipettiert. Die Vervielfältigung der cDNA erfolgte 
im Thermocycler Mx3000P (Stratagene), wobei die zugehörige Software Mx3000P durch 
Messen der Stärke des Fluoreszenzsignals nach jedem Zyklus eine Amplifikationskurve 
erstellte. Die Analyse der Plasmidstandards mit bekannter Molekülzahl ermöglichte dem 
Programm eine exakte Berechnung der Anzahl an DNA-Kopien in jeder Probe. 
 
 
2.5 Herstellung von Plasmidstandards für die quantitative PCR 
2.5.1 Elektrophorese und Gelextraktion 
Zur Isolation eines reinen PCR-Produkts kam das peqGOLD Gel Extraction Kit (peQLab) 
zur Anwendung. Nach Ablauf einer PCR wurden die gewünschten DNA-Fragmente, 
welche durch das im Agarosegel befindliche GelRed™ (Biotium) unter UV-
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Durchleuchtung sichtbar wurden, mit einem Skalpell aus dem Agarosegel geschnitten. 
Als Größenreferenz diente auch hier die DNA-Leiter 100 bp DNA Ladder N2321G (New 
England Biolabs). Nach Überführen in ein Reaktionsgefäß und Abwiegen erfolgte die 
Zugabe des mitgelieferten Bindepuffers im Verhältnis 1 ml / 1g. Das Gel löste sich durch 
Inkubation bei 60°C für 7 Minuten, wobei das Reaktionsgefäß alle 2-3 Minuten invertiert 
wurde. Die vollständig gelöste Agarose wurde nun titriert mit Natriumacetat versetzt, bis 
ein Farbumschlag von rot-orange zu hell-gelb einsetzte. Anschließend wurde das 
Gemisch in eine Säule (maximal 750 µl pro Durchgang) überführt und eine Minute bei 
10.000 U/min zentrifugiert, wenn nötig wurde dieser Schritt wiederholt. Danach wurde 
die Säule mit 600 µl CG-Puffer gewaschen. Das Trocknen der Säule erfolgte durch einen 
weiteren Zentrifugationsschritt (1 Minute, 10.000 U/min). Das isolierte PCR-Produkt 
wurde nun in 25 µl, auf 60°C erwärmtes Aqua bidest gelöst. Anschließend wurde das 
Fragment direkt zur Klonierungsreaktion weiterverwendet.  
 
 
2.5.2 Klonierungsreaktion 
Das Einbringen der gewonnenen PCR-Produkte in einen geeigneten Vektor erfolgte mit 
Hilfe des TOPO® TA Cloning® Kits (Invitrogen). Um das gewonnene PCR-Fragment in 
den Vektor pCRTM4-TOPO® (Vektorkarte: siehe Abbildung 5) einzubauen, wurde der 
folgende Ansatz (Tabelle 12) gemischt und bei Raumtemperatur 20 Minuten inkubiert. 
Danach wurde das Reaktionsgemisch bis zur Transformation auf Eis zwischengelagert. 
 
Tabelle 12: Komponenten der Klonierungsreaktion 
Klonierungsreaktion: Ligationsansatz 
frisches PCR-Produkt 2,0 µl 
Salzlösung (1:4 mit Aqua bidest verdünnt)  0,5 µl 
Vektor pCRTM4-TOPO® 0,5 µl 
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Abbildung 5: Vektorkarte pCRTM4-TOPO® (modifiziert nach der Anleitung TOPO®TA Cloning® Kit for 
Sequencing, Invitrogen ) 
 
 
2.5.3 Transformation 
Zunächst wurden die zur Transformation benötigten, elektrokompetenten E.coli TOP10 
auf Eis aufgetaut. Ein Gemisch aus 20 µl dieser Zellen sowie 1 µl Ligationsansatz wurde 
in eine geeignete, vorgekühlte Küvette (BioRad) gegeben. Die Elektroporation erfolgte 
über einen Impuls mit 1,85 kV bei 200 Ω und 25 μF, wodurch die Aufnahme des 
konstruierten Plasmids in einen Teil der Bakterienzellen ausgelöst wurde. Sofort nach 
Gabe des elektrischen Impulses wurden die Zellen in 250 µl LB-Medium suspendiert und 
in einem Reaktionsgefäß für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschließend erfolgte das 
Ausstreichen der Bakterien auf LB-Agarplatten, welche als Selektionsantibiotikum 
Ampicillin oder Kanamycin (1:1.000) enthielten, sowie die Inkubation bei 37°C über 
Nacht. Die LB-Agarplatten wurden vor dem Aufbringen der Bakterien mit 5-Bromo-4-
Chloro-3-Indolyl-β-D- Galactopyranoside (X-Gal, AppliChem) nach Herstellerangaben 
präpariert. Mit Hilfe der Blau-Weiß-Selektion war es am nächsten Tag möglich, die 
Bakterienkolonien, in welchen eine Aufnahme des konstruierten Plasmids erfolgt war, zu 
identifizieren. 
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2.5.4 Plasmidpräparation (Mini-Präparation) 
Die Plasmidpräparation (Mini-Präparation) erfolgte unter Verwendung des E.Z.N.A.® 
Plasmid Miniprep II – Kits (peQLab) nach Herstellerangaben. Am Vortag der 
eigentlichen Präparation wurden 4-5 ml LB-Medium mit Selektionsmedium (Ampicillin 
oder Kanamycin, 1:1.000) versetzt und mit einer Bakterienkolonie, welche über Nacht 
auf den LB-Agarplatten gewachsen war, beimpft. Anschließend erfolgte die Inkubation 
bei 37°C für weitere 12 bis 16 Stunden. Dem Zentrifugieren bei 5.000 U/min für 10 
Minuten folgte das Verwerfen des Überstands und die Resuspension des Bakterienpellets 
in 250 µl Lösung I / RNase A. Nach Überführen in ein Zentrifugenröhrchen, Zugabe von 
250 µl Lösung II sowie vorsichtigem 5-maligem Invertieren erfolgte eine 5-minütige 
Inkubation bei Raumtemperatur, bis ein klares Lysat entstanden war. Diesem wurden 350 
µl Lösung III zugesetzt. Durch weiteres Invertieren bildete sich ein flockiges Präzipitat 
aus. Nach 10-minütigem Zentrifugieren bei 10.000 U/min zur Abtrennung der in den 
Ausflockungen befindlichen Zelltrümmer und Proteine wurden 800 µl des Überstandes 
in eine HiBind®-Miniprep-Zentrifugensäule überführt. Der Überstand passierte die 
Silikamembran der Säule durch einen weiteren Zentrifugationsschritt bei 10.000 U/min 
für eine Minute. Der Durchfluss wurde verworfen. Die nun auf der Säulenmembran 
konzentrierte Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 750 µl DNA-Waschpuffer (mit 
Ethanol komplettiert) und anschließender Zentrifugation (1 Minute, 10.000 U/min) 
gereinigt. Ein weiteres Zentrifugieren bei Maximalgeschwindigkeit für eine Minute 
diente dem Trocknen der DNA, welche anschließend in 40 µl 60°C warmen Aqua bidest 
gelöst wurde. 
 
 
2.5.5 Restriktionsanalysen 
Um die Integration des gewünschten PCR-Produkts in den Vektor zu überprüfen, wurde 
zunächst ein Restriktionsansatz bestehend aus Plasmid-DNA, Restriktionsenzym,  Puffer 
sowie Aqua bidest hergestellt (Tabelle 13). 
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Tabelle 13:  Komponenten des Restriktionsansatzes 
 
Restriktionsansatz (1x) 
Plasmid-DNA 10,0 µl 
Restriktionsenzym EcoR1 0,2 µl 
Puffer 2,0 µl 
Aqua bidest 7,8 µl 
 
 
Nach einstündiger Inkubation bei 37°C wurde der Ansatz auf ein 1% Agarosegel 
aufgetragen, welches mit GelRedTM (Biotium, 1:100.000) versetzt war. Als 
Negativkontrolle dienten 10 µl Plasmid-DNA ohne Enzymzusatz, der Abgleich der 
Fragmentgröße erfolgte mit Hilfe der DNA-Leiter 100 bp DNA Ladder N2321G (New 
England Biolabs). Nachdem die DNA-Fragmente 30 Minuten bei 80 V elektrophoretisch 
aufgetrennt waren, folgte die Dokumentation des Gels durch das Detektionssystems 
Fusion Fx7 (peQLab) mit Hilfe der FUSION-CAPTTM Software (Vilber Lourmat) sowie 
die Auswertung durch das Programm Quantity One® (BioRad) und das 
Statistikprogramm Sigma Stat (Systat Software Inc.). 
 
 
2.5.6 Sequenzierung 
Konnten mittels Restriktionsanalyse Klone mit dem gewünschten Plasmid identifiziert 
werden, erfolgte die Sequenzierung der Plasmid-DNA durch die Firma GATC Biotech 
AG (Konstanz). Dazu wurde ein 1,5 ml Reaktionsgefäß mit einem Barcode-Aufkleber 
versehen, welcher später die Zuordnung der Sequenzanalyse zu den untersuchten Proben 
ermöglichte. In das Reaktionsgefäß wurden je 5 µl Plasmid-DNA (80-100 ng/µl) sowie 
Sequenzierprimer (5 pmol/µl) pipettiert und die Probe anschließend per Post an das 
Sequenzierlabor gesendet. Die ermittelten Sequenzen ermöglichten über DNA-
Datenbanken (NCBI) den Abgleich mit bekannten Zielsequenzen. 
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2.5.7 Plasmidpräparation (Midi-Präparation) 
Im nächsten Schritt erfolgte die Kultur der Bakterienklone, welche das gewünschte Insert 
ohne Mutationen enthielten, für eine größere Plasmidpräparation (Midi-Präparation).  
Hierzu wurde der gewünschte Klon in 200 ml LB-Medium, das mit 
Selektionsantibiotikum (Ampicillin oder Kanamycin, 1:1.000) versetzt war, überführt 
und über Nacht bei 37°C geschüttelt. Für die folgenden Präparationsschritte kam das Pure 
LinkTM Hi Pure Plasmid Midprep Kit (Invitrogen) gemäß den Herstellerangaben zum 
Einsatz. Nach Aufnahme in ein angemessenes Volumen an Aqua bidest wurde die 
Konzentration der isolierten Plasmid-DNA mittels Photometer (Nano Drop®  ND-1000, 
peQLab) ermittelt und die Plasmid-DNA bei -20°C bis zur weiteren Verwendung 
eingefroren. Die Herstellung einer Plasmid-Standardreihe für die quantitative PCR 
erfolgte durch Verdünnung der Plasmid-DNA mit Aqua bidest im Verhältnis von 1:10 – 
1:109.  
 
 
2.6 Quantifizierung der Zellvitalität  
Um sowohl den Anteil stäbchenförmiger, als auch apoptotischer und nekrotischer 
Kardiomyozyten nach Herbeiführen von oxidativem Stress zu bestimmen, wurden die 
Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen Hoechst 33258 und Propidiumiodid (PI) inkubiert. 
Hoechst 33258 bindet mit hoher Affinität an DNA und ist in der Lage, die intakte 
Zellmembran zu passieren. Angeregt von Licht mit einer Wellenlänge von 340-360 nm 
zeigt der DNA-Farbstoff eine intensiv blaue Fluoreszenz. PI dagegen ist nicht 
membrangängig, bindet aber in Zellen mit geschädigter Zellmembran mit ebenfalls hoher 
Affinität an DNA. Die für diesen Farbstoff typische rote Fluoreszenz zeigt sich nach 
Anregung mit Licht einer Wellenlänge von 510-550 nm [75]. Ungeschädigte, vitale 
Kardiomyozyten zeichnen sich zum einen durch die typische stäbchenförmige 
Morphologie, zum anderen durch die lediglich schwach blaue Fluoreszenz der länglichen 
Zellkerne aus. Nekrotische Zellen erscheinen abgerundet, unterscheiden sich jedoch 
durch zusätzliche rote Fluoreszenz der Kernfragmente von apoptotischen 
Kardiomyozyten (Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Ermittlung der Zellvitalität mittels Hoechst33258 und PI: (A) Vitaler, stäbchenförmiger 
Kardiomyozyt. Unter Einsatz von Hoechst33258-Filtern erscheinen die Zellkerne länglich. Propidiumiodid 
ist nicht in der Lage, die intakte Zellmembran zu durchdringen. (B) Nekrotische, abgerundete 
Kardiomyozyten mit abgerundeten Zellkernen und deutlich erkennbarer roter Fluoreszenz nach Gabe von 
Propidiumiodid. Die abgebildeten Aufnahmen wurden nachträglich eingefärbt und dienen der 
Veranschaulichung des Fluoreszenzverhaltens.   
 
In dieser Arbeit wurden die isolierten Zellen nach stattgehabter Stimulation nach 
Versuchsprotokoll für 10 Minuten abgedunkelt bei Raumtemperatur mit Hoechst33258 
(5µg/ml) und PI (1µg/ml) Zellkulturmedium inkubiert. Durch vorsichtiges Schwenken 
der Zellkulturschalen wurden die Farbstoffe gleichmäßig im Medium verteilt. 
Anschließend wurden in jeder Schale fünf willkürlich ausgewählte Gesichtsfelder bei 
200-facher Vergrößerung analysiert. Dazu wurde zunächst bei Durchlicht die Gesamtzahl 
der Myozyten bestimmt, dann unter Verwendung spezieller Filter bei entsprechender 
Wellenlänge der Anteil apoptotischer und nekrotischer Kardiomyozyten ermittelt. Von 
jeder Behandlungsgruppe wurden auf diese Weise insgesamt 15 Gesichtsfelder in drei 
unterschiedlichen Schalen analysiert. Der Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen 
wurde als prozentualer Teil der Gesamtmyozytenzahl angegeben. 
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2.7 Messung der kontraktilen Antwort im elektrischen Feld 
Die Messung der kontraktilen Antwort adulter Kardiomyozyten im elektrischen Feld 
erfolgte wie von Piper et al. beschrieben [97]. Die hierfür benötigte Apparatur bestand 
aus dem Mikroskop TMS-F Typ 120 (Nikon GmbH, Düsseldorf), an welches zwei 
Kameras angeschlossen waren, dem Interface INT4 (Scientific Instruments GmbH, 
Heidelberg), dem Oszillograph OS-9020A (GoldStar Co., Korea), einem Monitor 
(Philips) sowie einem Computer, der ebenfalls an einen Bildschirm angeschlossen war 
(Abbildung 7). Der Objekttisch des Mikroskops erlaubte über eine passende Aussparung 
das Einsetzen einer Kulturschale in den Strahlengang. Während eine der beiden an das 
Mikroskop angeschlossenen Kameras zur Darstellung des betrachteten Bildes auf einem 
Bildschirm diente, handelte es sich bei der zweiten Kamera um eine Zeilenkamera. Diese 
ermöglichte die Erfassung der  Zellgrenzen des betrachteten Kardiomyozyten anhand der 
Registrierung verschiedener Helligkeitsstufen. Das Bild der Zeilenkamera wurde in 
elektrische Signale umgewandelt und konnte über das Interface auf dem Oszillographen 
dargestellt werden. 
Zu Beginn der Messung wurde die zu untersuchende Kulturschale in die Vertiefung des 
Objekttisches eingesetzt. Ein modifizierter Schalendeckel mit zwei parallel verlaufenden 
AgCl2-Drähten, welche in das Zellkulturmedium der untersuchten Schale eintauchten und 
dort die Anode und die Kathode bildeten, ermöglichte den Stromfluss durch das Medium. 
Die elektrische Stimulation bestand aus biphasischen, 0,5 Millisekunden dauernden 
Stromstößen, welche durch zwei entgegengesetzte Rechteckspannungen von je 60 V 
ausgelöst wurden. Über das Mikroskop wurde die Kulturschale zunächst bei 4-facher 
Vergrößerung durchmustert und anschließend ein geeigneter, stäbchenförmiger 
Kardiomyozyt, der regelmäßig im elektrischen Feld kontrahierte, bei 40-facher 
Vergrößerung mittig im Okularbild eingestellt. Über einen seitlich des Mikroskops 
angebrachten Drehschalter wurde der Strahlengang anschließend insofern geändert, dass 
die Bildinformation nicht mehr dem Okular, sondern den beiden Kameras zugeleitet 
wurde, wodurch die eingestellte Zelle auf dem Bildschirm sichtbar wurde. Um die 
kontraktile Antwort des Kardiomyozyten messen zu können, musste die Zeilenkamera 
durch Drehen oder durch Bewegung des Objekttisches so ausgerichtet werden, dass die 
Längsachse der Zelle parallel zur Längsrichtung der Kamerazeile lag. Der 
Erfassungsbereich der Zeilenkamera war dabei auf dem Bildschirm mit zwei parallel 
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horizontal verlaufenden Linien gekennzeichnet. Das elektrische Signal der Zeilenkamera 
wurde nun über den ersten Kanal auf dem Monitor des Zweikanaloszillographen sichtbar, 
wobei die Ablenkzeit des Horizontalverstärkers auf 0,1 ms/cm festgelegt und der 
Vertikalverstärker auf 5 V/div eingestellt war. Durch interne Triggerung konnte ein 
Standbild erzeugt werden, wobei Helligkeiten unterschiedlicher Intensität als mehr oder 
weniger starke Auslenkung der Y-Achse auf dem Monitor des Oszillographen dargestellt 
wurden. Da die Zellgrenze einen großen Helligkeitsunterschied zum Hintergrund 
aufwies, erschienen bei korrekter Ausrichtung der Zelle auf dem Monitor des 
Oszillographen zwei Amplitudenanstiege, welche die beiden Enden des Kardiomyozyten 
markierten. Dem zweiten Kanal lag eine feste, durch das Interface getriggerte Spannung 
an. Diese wurde, sobald die Spannung des ersten Kanals einen Triggerwert überschritt, 
vom Oszillograph als Sprung der Horizontalen des zweiten Kanals auf dem Bildschirm 
visualisiert. Zur korrekten Messung der gewünschten Kontraktionsparameter musste der 
Triggerwert mit Hilfe eines ebenfalls auf dem Monitor des Oszillographen sichtbaren 
Triggermarkers über die Bedienelemente des Oszillographen so eingestellt werden, dass 
die parallel zur Nulllinie verlaufende Horizontale der Interfacespannung bezogen auf ihre 
Länge die durch den ersten Kanal visualisierten Zellgrenzen wiedergab (Abbildung 7).  
 
Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Messung der kontraktilen Antwort 
isolierter Kardiomyozyten der Ratte. Der Bildschirm des Oszillographen zeigt das Resultat einer korrekten 
Anpassung des Triggermarkers: Die parallel zur Nulllinie verlaufende Horizontale (registrierte Spannung 
des Interface), gibt die über den ersten Kanal visualisierten Zellgrenzen wieder, welche durch die 
Zeilenkamera (roter Aufbau auf dem Mikroskop) erfasst wurden.  
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Sowohl a) das Vorhandensein, b) die Länge dieser Horizontalen, als auch c) das Ausmaß 
ihrer Verkürzung wurden über das Interface an einen Computer weitergeleitet. Das 
Programm MuCell der Firma Scientific Instruments GmbH (Heidelberg) errechnete aus 
diesen Informationen unter anderem die maximale Kontraktions- und 
Relaxationsgeschwindigkeit in µm/s, sowie prozentuale Verkürzung des untersuchten 
Kardiomyozyten (dL/L). Die Erfassung sämtlicher Kontraktionsparameter fand bei 
Raumtemperatur statt. Dabei erfolgte die Zellverkürzung lastfrei im Zellkulturmedium. 
Die isolierten Zellen wurden entweder mit Adiponektin (4µg/ml) oder  CTRP 1, 2, 7 und 
9 (4µg/ml) über Zeiträume von 5 Minuten oder 24 Stunden inkubiert. Als Positivkontrolle 
diente Isoproterenol in einer Konzentration von 10 nM, welches stets 5 Minuten vor 
Beginn der Messung in die entsprechenden Zellkulturschalen gegeben wurde. Von jedem 
Kardiomyozyt wurde die kontraktile Antwort zunächst durch Erfassung von vier 
Kontraktionen bei einer Frequenz von 1 Hz gemessen. Danach wurde die 
Stimulationsfrequenz auf 0,5 Hz gesenkt. Nachdem sich die Zelle an die neue Frequenz 
adaptiert hatte, erfolgte analog zur vorherigen Messung die Aufzeichnung von vier 
weiteren Kontraktionen; Gleiches bei einer Frequenz von 2 Hz. Pro Kulturschale wurden 
auf diese Weise fünf Zellen vemessen. 
 
 
2.8 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der durchgeführten Experimente erfolgte durch die 
Berechnung von Mittelwerten + Standardabweichung (standard deviation, SD) mit Hilfe 
des Programms Sigma Stat Version 3.5 (Systat Software Inc.). Sämtliche 
Signifikanzanalysen erfolgten durch Anwendung des t-Tests bzw. des One Way 
ANOVA-Tests über das Programm Sigma Stat Version 3.5 (Systat Software Inc.). Dabei 
wurde ein p-Wert < 0,05 als signifikant angesehen.   
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3 Ergebnisse 
3.1 Expressionsanalysen an humanen Herzproben 
3.1.1 Expression von CTRP 1, 2, 7 und 9 im rechten Vorhof normosomer und 
adipöser Individuen verschiedener Altersgruppen  
Aus der Literatur ist bekannt, dass der Plasmaspiegel von Adiponektin, welches 
ausschließlich von Adipozyten gebildet wird, bei Übergewichtigen signifikant verringert 
ist [4]. Zugleich konnte in Vorversuchen gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit 
untersuchten CTRPs in Herzen adulter Ratten exprimiert werden (Daten nicht gezeigt). 
Daher sollte zunächst die altersabhängige Expression von CTRP 1, 2, 7 und 9 im rechten 
Vorhof (RA) von normosomen (BMI 18-25 kg/m2) sowie adipösen (BMI 30-35 kg/m2) 
Patienten verglichen werden. Die aus dem RA gewonnene RNA wurde von der Klinik 
für Herz- und Thoraxchirurgie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 
bereitgestellt und diente als Ausgangsprodukt der Synthese von cDNA, welche einer 
quantitativen Analyse mittels Real-Time PCR unterzogen wurde.  
 
 
Abbildung 8: Expressionsanalysen von CTRP 1 und 2 im RA normosomer und adipöser Individuen 
unterschiedlicher Altersgruppen mittels quantitativer PCR: Expression von (A) CTRP 1 und (B) CTRP 2. 
n(jung normosom) = 14, n(jung adipös) = 19, n(alt normosom) = 17, n(alt adipös) = 18; * = p < 0,05 
 
 
Die Analyse von CTRP 1 zeigte einen signifikanten Abfall der RNA-Expression in 
jungen, adipösen Patienten im Vergleich zu normosomen Individuen derselben 
Altersgruppe. Eine ähnliche Tendenz konnte auch im Vergleich alter, adipöser Patienten 
zu Normosomen diesen Alters festgestellt werden, hier waren die Unterschiede jedoch 
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nicht signifikant. Es konnte zudem kein Unterschied zwischen den jeweiligen 
Alterskohorten normal- oder übergewichtiger Individuen gezeigt werden (Abbildung 
8A). In Bezug auf CTRP 2 ließen sich bis auf eine tendenzielle Reduktion in den rechten 
Vorhöfen alter adipöser Patienten im Vergleich zu jungen Adipösen keine signifikanten 
Expressionsunterschiede feststellen (Abbildung 8B). 
 
 
Abbildung 9: Expressionsanalysen von CTRP 7 und 9 im RA normosomer und adipöser Individuen 
unterschiedlicher Altersgruppen mittels quantitativer PCR: Expression von (A) CTRP 7 und (B) CTRP 9; 
n(jung normosom) = 14, n(jung adipös) = 19, n(alt normosom) = 17, n(alt adipös) = 18; * = p < 0,05 
 
 
Im Rahmen der Expressionsanalyse von CTRP 7 zeigte sich bei jungen Patienten eine 
geringere Expression im RA Übergewichtiger im Vergleich zur normosomen Kohorte, 
wohingegen eine signifikant gesteigerte Expression bei Übergewichtigen höheren Alters 
im Vergleich zur Gruppe der alten Normalgewichtigen beobachtet werden konnte 
(Abbildung 9A). Auch CTRP 9 war signifikant stärker in den rechten Vorhöfen älterer 
Übergewichtiger im Vergleich zu Normosomen höheren Alters exprimiert (Abbildung 
9B), während kein Unterschied in der Expression in den jungen Patienten nachgewiesen 
werden konnte. 
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3.1.2 Expression von CTRP 7 und 9 im linken Ventrikel von Spendern sowie 
Patienten mit ischämischer- oder dilatativer Kardiomyopathie   
In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Expression von CTRP 7 und CTRP 9 im linken 
Ventrikel (LV) gesunder Spender sowie von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz 
(DCM = dilatative Kardiomyopathie und ICM = ischämische Kardiomyopathie) auf 
mRNA- und Proteinebene untersucht. Die verwendeten Proben entstammten dem 
Transplantationsprogramm der Klinik für Herz- und Thoraxchirurgie der Martin-Luther-
Universität Halle-Wittenberg. Bei den LV-Proben handelt es sich um explantierte Herzen 
von Patienten, die sich aufgrund einer terminalen Herzinsuffizienz einer 
Herztransplantation unterziehen mussten. Die Spenderherzen hingegen konnten aus 
technischen Gründen wie einem Mismatch zwischen Spender- und Empfängerherzen in 
der Größe oder einer intraoperativ entdeckten koronaren Herzkrankheit der 
Spenderherzen nicht für die Implantation verwendet werden. 
Auf transkriptioneller Ebene konnte eine signifikant gegenüber den Spenderherzen 
erhöhte Expression von CTRP 7 und 9 sowohl in den LV-Proben der ICM-, als auch der 
DCM-Patienten festgestellt werden (Abbildung 10A und B). 
 
 
Abbildung 10: Expressionsanalysen von CTRP 7 und 9 im LV von Spendern, Patienten mit ICM oder DCM: 
semiquantitative PCR zum Nachweis von (A) CTRP 7 und (B) CTRP 9, n = 10 pro Gruppe. * = p < 0,05, 
** = p < 0,01 
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Dieser Anstieg konnte für CTRP 9 in den ICM- und DCM-Proben auf Proteinebene 
bestätigt werden. Auch bei CTRP 7 zeigte sich eine tendenziell erhöhte Proteinexpression 
im LV von ICM-Herzen, allerdings waren hier die Werte im Vergleich zur Kontrolle nicht 
signifikant verändert (Abbildung 11A und B). 
 
 
 
 
Abbildung 11: Expressionsanalysen von CTRP 7 und 9 im LV von Spendern, Patienten mit ICM oder DCM: 
Western-Blot-Nachweis von (A) CTRP 7 und (B) CTRP 9, n = 10 pro Gruppe; * = p < 0,05 
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3.2 Einfluss von Adiponektin auf die Phosphorylierung der AMPK und der ACC 
in adulten Rattenkardiomyozyten  
Die Aktivierung der AMP-abhängigen Proteinkinase (AMPK) mit resultierender 
Phosphorylierung der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC) stellt eine wichtige, unter 
anderem durch Adiponektin induzierte Signalkaskade dar. Daher sollte zunächst die 
Phosphorylierung der AMPK an Position Thr172 sowie der ACC an Position Ser79 auf 
Proteinebene nach verschiedenen Inkubationszeiten in adulten Kardiomyozyten der Ratte 
untersucht werden. Mit Hilfe von Western-Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass 
die Behandlung der isolierten Kardiomyozyten mit Adiponektin in einer Konzentration 
von 4µg/ml zu einer signifikant erhöhten AMPK-Phosphorylierung nach 5 Minuten 
sowie zu einer signifikant reduzierter Aktivierung des Enzyms nach 40 Minuten und 24 
Stunden führte. Eine ähnliche Tendenz war auch in Bezug auf die ACC-Phosphorylierung 
erkennbar, wobei es zu einem signifikanten Anstieg nach 5 und nach 10 Minuten kam. 
Einer nach 20-40 minütiger Inkubation tendenziell verminderten Phosphorylierung folgte 
ein erneuter Anstieg auf das Doppelte der Kontrolle gefolgt von einem signifikanten 
Abfall auf unter 50% nach 24 Stunden (Abbildung 12). 
 
 
Abbildung 12: Western-Blot-Nachweis der AMPK- und ACC-Phosphorylierung in Rattenkardiomyozyten 
nach Behandlung mit Adiponektin. Werte stellen Mittelwerte ± SD dar. n = 3 pro Gruppe, 3 unabhängige 
Experimente. Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet; * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p 
< 0,001  
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3.3 Einfluss von CTRP 1, 2, 7 und 9 auf die Phosphorylierung der AMPK und 
der ACC in adulten Rattenkardiomyozyten  
Nachdem die zeitabhängige Phosphorylierung der AMPK mit konsekutiver Inaktivierung 
der ACC durch Adiponektin gezeigt werden konnte, wurde der Einfluss von CTRP 1, 2, 
7 und 9 auf diese Signalkaskade in einer nachfolgenden Versuchsreihe mittels Western-
Blot analysiert. Dabei erfolgte die Stimulation der isolierten Kardiomyozyten mit je 
4µg/ml des entsprechenden CTRPs.  
Die Behandlung mit CTRP 1 (Abbildung 13) resultierte in einer signifikant gesteigerten 
Phosphorylierung der AMPK auf etwa das 4,5-fache der Kontrolle nach 5 Minuten sowie 
auf einem deutlich niedrigerem Niveau auch nach 10, 20 und 40 Minuten. Im Gegensatz 
zu den mit Adiponektin behandelten Kardiomyozyten kam es nach 24-stündiger CTRP 
1-Behandlung zu einem Wiederanstieg der AMPK-Phosphorylierung auf mehr als das 
Doppelte der Kontrollwerte. Das Zeitprofil der ACC-Phosphorylierung ähnelte auch hier 
dem der AMPK-Aktivierung mit einem signifikanten Anstieg nach 5 Minuten, allerdings 
gefolgt von einer signifikanten Reduktion nach 40 und 80 Minuten sowie nach 24 
Stunden.  
 
Abbildung 13: Western-Blot-Nachweis der AMPK- und ACC-Phosphorylierung in Rattenkardiomyozyten 
nach Behandlung mit CTRP 1. Werte stellen Mittelwerte ± SD dar. n = 3 pro Gruppe, 3 unabhängige 
Experimente.  * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001   
 
 
Abbildung 14 veranschaulicht den Phosphorylierungsstatus der AMPK und der ACC 
nach Gabe von 4 µg/ml CTRP 2. Der signifikanten Induktion der AMPK-Aktivierung 
nach 5 und 10 Minuten im Vergleich zur Kontrolle folgte ein ebenfalls signifikanter 
Abfall der Phosphorylierung nach 20, 40 und 80 Minuten sowie nach 24 Stunden. Auch 
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die ACC-Phosphorylierung war nach fünfminütiger Inkubation zunächst gesteigert sowie 
nach 20 Minuten und 24 Stunden signifikant reduziert. 
 
 
Abbildung 14: Western-Blot-Nachweis der AMPK- und ACC-Phosphorylierung in Rattenkardiomyozyten 
nach Behandlung mit CTRP 2. Werte stellen Mittelwerte ± SD dar. n = 3 pro Gruppe, 3 unabhängige 
Experimente.  * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001   
 
CTRP 7 führte ebenfalls zu einer signifikant gesteigerten Phosphorylierung der AMPK 
nach 5 und 10 Minuten, gefolgt von einer signifikanten Reduktion nach 40 Minuten und 
24 Stunden. Bezüglich der ACC zeigte sich eine gesteigerte Phosphorylierung nach 5, 10 
und 20 Minuten sowie ein erneuter Anstieg nach 24 Stunden (Abbildung 15). 
 
 
Abbildung 15: Western-Blot-Nachweis der AMPK- und ACC-Phosphorylierung in Rattenkardiomyozyten 
nach Behandlung mit CTRP 7 [4µg/ml]. Werte stellen Mittelwerte + SD dar. n = 3 pro Gruppe, 3 
unabhängige Experimente.  * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001   
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Auch die Stimulation mit CTRP 9 führte zu einer signifikanten Zunahme der AMPK-
Phosphorylierung über alle betrachteten Inkubationszeiten. Die ACC-Phosphorylierung 
ähnelte auch hier dem Zeitprofil der AMPK-Aktivierung mit ebenfalls durchgängig 
signifikanten Anstiegen in Bezug zur Kontrolle (Abbildung 16). 
 
 
Abbildung 16: Western-Blot-Nachweis der AMPK- und ACC-Phosphorylierung in Rattenkardiomyozyten 
nach Behandlung mit CTRP 9 [4µg/ml]. Werte stellen Mittelwerte + SD dar. n = 3 pro Gruppe, 3 
unabhängige Experimente.  * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001   
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3.4 Einfluss von Adiponektin und von CTRP 1, 2, 7 und 9 auf die Reaktion 
isolierter Kardiomyozyten auf oxidativen Stress 
3.4.1 Einfluss auf die Zellvitalität 
Pathologien des kardiovaskulären Systems gehen meist mit einer vermehrten ROS-
Bildung einher [49, 72]. Um die Auswirkung dieser reaktiven Sauerstoffspezies auf die 
Vitalität der isolierten Kardiomyozyten zu untersuchen, erfolgte in einer ersten 
Versuchsreihe die Quantifikation vitaler, nekrotischer sowie apoptotischer Zellen 
hinsichtlich zellmorphologischer Kriterien sowie der Anfärbbarkeit durch die DNA-
Farbstoffe Hoechst33258 und Propidiumiodid (Hoechst-Assay). Die isolierten 
Kardiomyozyten wurden dazu mit Wasserstoffperoxid versetzt und/oder mit 
Adiponektin, CTRPs sowie AraA als AMPK-Inhibitor stimuliert. Zunächst wurde 
gezeigt, dass die Inkubation mit H2O2 konzentrationsabhängig zu einer signifikanten 
Steigerung des Anteils PI-positiver Zellen führt (Abbildung 17).  
 
 
Abbildung 17: Nachweis nekrotischer, PI-positiver Zellen in Abhängigkeit der eingesetzten H2O2-
Konzentration: Zunahme PI-positiver Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit H2O2 [0,001 bis 100 µM]. 
Werte stellen Mittelwerte + SD dar. n = 10 pro Gruppe, mindestens 3 unabhängige Experimente. *** = p 
< 0,001       
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Im Vergleich von Kurz- (1 Stunde) und Langzeitinkubation (24 Stunden) mit 1 µM H2O2 
ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Stimulationszeiten. Sowohl nach einer, als 
auch nach 24 Stunden kam es zu einem starken Abfall der lebenden, stäbchenförmigen 
Zellen sowie zu einem ebenfalls signifikant gesteigerten Anteil PI-positiver Zellen auf 
mehr als das Doppelte der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 18). Um zu zeigen, dass 
Radikale für die abnehmende Vitalität der untersuchten Zellen nach H2O2-Gabe 
verantwortlich sind, erfolgte zudem in einigen Schalen die Präinkubation mit dem 
Antioxidans Ascorbinsäure (Vit. C). Die Gabe von 50 µM Vit. C 30 Minuten vor 
Inkubation mit H2O2 verhinderte eine Reduktion der Zahl lebender Zellen sowie eine 
Zunahme des Anteils nekrotischer Kardiomyozyten (Abbildung 18).  
 
 
 
 
 
Abbildung 18: Nachweis vitaler, Hoechst33258 positiver sowie nekrotischer, PI-positiver Zellen mittels 
Hoechst-Assay:  Einfluss von 30-minütiger Präinkubation mit 50 µM Vit.C auf die H2O2 [1 µM] -induzierte 
Reduktion vitaler Zellen bzw. Zunahme PI-positiver Zellen. Werte stellen Mittelwerte + SD dar. n = 10 pro 
Gruppe, mindestens 3 unabhängige Experimente.“*“ Vergleich zur Kontrolle, *** = p < 0,001; „#“ 
Vergleich zur H2O2-Gruppe, ### = p < 0,001       
 
 
Zur Untersuchung potentieller protektiver Effekte von Adiponektin und der CTRPs 
wurden je 2 Schalen mit 4µg/ml Adiponektin oder 4µg/ml der CTRPs über einen 
Zeitraum von 24 Stunden inkubiert. Zudem wurden ebenfalls je zwei Schalen 30 Minuten 
nach der beschriebenen Behandlung mit Adiponektin, CTRP 1, 2, 7 und 9 mit 1 µM H2O2 
3 Ergebnisse 
 
 
 
51 
 
versetzt. Um eine mögliche Beteiligung der AMPK zu untersuchen, wurden einige 
Schalen 30 Minuten vor der eigentlichen Stimulation mit Acrp30 oder den CTRPs mit 
dem AMPK-Inhibitor AraA behandelt. Abbildung 19 zeigt representative 
Durchlichtaufnahmen eines der hier beschriebenen Experimente. Durch rote Pfeile 
werden abgerundete, nekrotische Zellen hervorgehoben. 
 
 
 
 
Abbildung 19: Repräsentative Durchlichtaufnahmen isolierter adulter Rattenkardiomyozyten. Die Zellen 
wurden mit 4µg/ml Adiponektin (Acrp30), 4µg/ml CTRP 9, 1 µM H2O2 sowie 0,5 mM AraA in den 
dargestellten Kombinationen behandelt, wobei die Gabe von AraA 30 Minuten vor Stimulation mit 
Adiponektin / CTRP 9 erfolgte, H2O2 dagegen 30 Minuten nach Adiponektin- / CTRP 9-Behandlung 
zugesetzt wurde. Nekrotische Zellen sind durch rote Pfeile hervorgehoben. 
 
 
Wie in Abbildung 20 dargestellt führte die Behandlung der Zellen mit 1 µM H2O2 zu einer 
signifikanten Reduktion stäbchenförmiger, vitaler Kardiomyozyten sowie zu einer 
Zunahme der Zahl nekrotischer Zellen im Vergleich zu den unbehandelten 
Kontrollzellen. Diese Abnahme der Anzahl vitaler Zellen konnte durch 
Adiponektinstimulation verhindert werden, basal fand sich sogar ein signifikant größerer 
Anteil stäbchenförmiger Kardiomyozyten. Während die alleinige Gabe von AraA die 
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Zahl Hoechst- und PI-positiver Zellen nicht beeinflusste, sank die Anzahl der vitalen 
Zellen nach Hemmung der AMPK und H2O2-Behandlung erneut, verbunden mit einer 
sigifikanten Steigerung des Anteils nekrotischer Kardiomyozyten etwa um das Vierfache 
der Kontrolle. 
 
 
Abbildung 20: Nachweis vitaler, Hoechst 33258 positiver sowie nekrotischer, PI-positiver Zellen mittels 
Hoechst-Assay nach Behandlung mit Adiponektin [4 µg/ml]. Werte stellen Mittelwerte + SD dar. n = 10 
pro Gruppe, mindestens 3 unabhängige Experimente. „*“ Vergleich zur Kontrolle, * = p < 0,05, ** = p < 
0,01,  *** = p < 0,001; „#“ Vergleich zur H2O2-Gruppe, ### = p < 0,001       
 
 
Um herauszufinden, bis zu welchen H2O2-Konzentrationen Adiponektin die isolierten 
Kardiomyozyten vor dem Übergang in die Nekrose bewahrt, wurde in einem weiteren 
Versuch steigende H2O2-Konzentrationen von 0,01 µM bis 100 µM eingesetzt. Wie aus 
Abbildung 21 hervorgeht, konnte die Präinkubation mit Adiponektin die Anzahl vitaler 
Kardiomyozyten bis zu einer Konzentration von 10 µM H2O2 konstant halten. Auch der 
Anteil nekrotischer, PI-positiver Zellen unterschied sich bis zu dieser Konzentration nicht 
signifikant gegenüber der Kontrollgruppe. 
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Abbildung 21: Nachweis vitaler, Hoechst33258 positiver sowie nekrotischer, PI-positiver Zellen mittels 
Hoechst-Assay nach Behandlung mit Adiponektin [4 µg/ml] sowie H2O2 in steigender Konzentration. 
Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. n = 10 pro Gruppe, mindestens 3 unabhängige 
Experimente. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001    
 
 
Neben Adiponektin wurden auch die CTRPs hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Vitalität 
der isolierten Kardiomyozyten unter Einfluss von ROS untersucht.  
 
 
Abbildung 22: Nachweis vitaler, Hoechst33258 positiver sowie nekrotischer, PI-positiver Zellen mittels 
Hoechst-Assay nach Behandlung mit CTRP 1 [4 µg/ml]. Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. 
n = 10 pro Gruppe, mindestens 3 unabhängige Experimente. „*“ Vergleich zur Kontrolle, * = p < 0,05, 
** = p < 0,01,  *** = p < 0,001; „#“ Vergleich zur H2O2-Gruppe, ### = p < 0,001       
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Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, verhinderte die Präinkubation mit 4 µg/ml CTRP 1 die 
signifikante Reduktion der Zahl vitaler Zellen nach alleiniger Gabe von H2O2. 
Dahingegen resultierte die Hemmung der AMPK vor Stimulation mit CTRP 1 und 
nachfolgend H2O2 in einem signifikanten Absinken der Anzahl stäbchenförmiger, vitaler 
Kardiomyozyten auf ca. 40% der unbehandelten Kontrollgruppe und einem ebenfalls 
signifikanten Anstieg des Anteils nekrotischer, Propidiumiodid-positiver Zellen. 
 
Unter den in dieser Arbeit untersuchten Adiponektin-Paralogen zeigte CTRP 2 die 
schwächsten Effekte hinsichtlich einer Protektion gegen oxidativen Stress. Während die 
alleinige Behandlung mit H2O2 wie in den bereits beschriebenen Experimenten zu einem 
signifikanten Abfall der Zahl vitaler Stäbchen sowie einem Anstieg des Anteils PI-
positiver Zellen führte, konnte die Präinkubation mit CTRP 2 einen Anstieg nekrotischer 
Kardiomyozyten nach H2O2-Gabe nicht vollständig verhindern. So war in dieser Gruppe 
die Anzahl vitaler Zellen einerseits signifikant gegenüber der Kontrolle reduziert, 
verbunden mit einem vermehrten Anteil PI-positiver Zellen, andererseits waren ebenfalls 
signifikante Unterschiede gegenüber der ausschließlich mit H2O2 behandelten Gruppe 
feststellbar (Abbildung 23).  
 
Abbildung 23: Nachweis vitaler, Hoechst 33258 positiver sowie nekrotischer, PI-positiver Zellen mittels 
Hoechst-Assay nach Behandlung mit CTRP 2 [4µg/ml]. Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. 
n = 10 pro Gruppe, mindestens 3 unabhängige Experimente. „*“ Vergleich zur Kontrolle, *** = p < 0,001; 
„#“ Vergleich zur H2O2-Gruppe, # = p < 0,05, ### = p < 0,001       
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Im Gegensatz zu CTRP 2 führte die Vorbehandlung mit 4µg/ml CTRP 7 mit 
nachfolgender H2O2-Gabe weder zu einer signifikanten Reduktion der vitalen, Hoechst-
positiven Zellen, noch zu einem Anstieg der nekrotischen Zellen im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Dahingegen resultierte in diesen Versuchen sowohl die alleinige Gabe 
von H2O2, als auch die Inhibition der AMPK mittels AraA vor der Inkubation mit CTRP 
7 sowie H2O2 in einem signifikanten Abfall der stäbchenförmigen und zu einem 
signifikant gesteigerten Anteil der nekrotischen Kardiomyozyten (Abbildung 24). 
 
 
Abbildung 24: Nachweis vitaler, Hoechst 33258 positiver sowie nekrotischer, PI-positiver Zellen mittels 
Hoechst-Assay nach Behandlung mit CTRP 7 [4µg/ml]. Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. 
n = 10 pro Gruppe, mindestens 3 unabhängige Experimente. „*“ Vergleich zur Kontrolle, *** = p < 0,001; 
„#“ Vergleich zur H2O2-Gruppe, ### = p < 0,001       
 
 
Ebenso schützte die Präinkubation mit CTRP 9 die Kardiomyozyten vor ROS-induzierter 
Nekrose. Der beobachtete protektive Effekt wurde wiederum durch Inhibition der AMPK 
vor CTRP-Gabe verhindert (Abbildung 25). Wie bereits auch bei Adiponektin und den 
anderen CTRPs beobachtet, hatte weder die alleinige Gabe von AraA, noch die 
Kombination mit den genannten Substanzen einen negativen Einfluss auf die Anzahl 
nekrotischer Zellen.  
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Abbildung 25: Nachweis vitaler, Hoechst 33258 positiver sowie nekrotischer, PI-positiver Zellen mittels 
Hoechst-Assay nach Behandlung CTRP 9 [4 µg/ml]. Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. n = 
10 pro Gruppe, mindestens 3 unabhängige Experimente. „*“ Vergleich zur Kontrolle, *** = p < 0,001; 
„#“ Vergleich zur H2O2-Gruppe, ### = p < 0,001        
 
 
 
 
3.4.2 Einfluss von CTRP 7 und 9 auf antioxidative Schutzmechanismen 
Der aerobe Organismus verfügt über ein komplexes Schutzsystem bestehend aus einer 
Kaskade von Enzymen, welche reaktive Sauerstoffspezies in mehreren Schritten zu 
Wasser und elementarem Sauerstoff umwandeln [26]. In Vorversuchen der Arbeitsgruppe 
an H9c2-Zellen mit Hilfe des CellROX® Green Reagenz verhinderte die Präinkubation 
mit CTRP 7 und 9 einen H2O2-induzierten, intrazellulären ROS-Anstieg. Um den 
vermuteten Einfluss des antioxidativen Schutzsystems zu prüfen, wurde in dieser Arbeit 
die Aktivierung ausgewählter Enzyme nach Langzeitinkubation über 24 Stunden mit 
CTRP 7 oder CTRP 9 (je 4µg/ml) mittels semiquantitativer PCR untersucht. Da für 
Metformin eine Aktivierung der MnSOD- (Manganhaltige SOD), Trx1-, Trx2- und der 
Catalase-Genexpression in der Literatur beschrieben ist [42, 110, 121], wurde das 
Biguanid (2mM) als Positivkontrolle eingesetzt. Metformin ist zudem ein bekannter 
AMPK-Aktivator in verschiedenen Gewebe- und Zelltypen, u.a. in Hepatozyten und 
Skelettmuskelzellen [82], aber auch in kardialem Gewebe [14]. Ergänzend diente in 
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einigen Gruppen AraA, welches 30 Minuten vor der eigentlichen Stimulation in einer 
Konzentration von 0,5 mM eingesetzt wurde, als AMPK-Inhibitor.  
Wie die Abbildungen 26 und 27 zeigen, steigerten CTRP 7 und 9 sowie Metformin 
signifikant die mRNA-Expression der mitochondrialen Superoxiddismutase. Durch 
Präinkubation mit AraA wurde diese Expressionssteigerung verhindert. Dagegen zeigten 
sich keine Unterschiede in der Expression der Katalase durch Stimulation mit Metformin, 
CTRP 7 oder 9. Interessanterweise führte jedoch die Präinkubation mit AraA jeweils zu 
einer signifikanten Abnahme der Katalaseexpression auf Transkriptionsebene im 
Vergleich zur unbehandelten Referenz. Sowohl Metformin, als auch beide CTRPs 
steigerten signifikant die Expression von Thioredoxin 1, was durch AMPK-Hemmung 
verhindert wurde. Dagegen wurde die Transkription von Trx 2 zwar ebenfalls signifikant 
durch CTRP 7 und tendenziell durch CTRP 9 gesteigert, allerdings hatte hier weder die 
Gabe von Metformin, noch die Hemmung der AMPK durch Ara einen Einfluss auf die 
Enzymexpression. Während die Expression der Glutathionperoxidase 1 in der 
vorliegenden Arbeit durch Stimulation mit CTRP 7 und 9 nicht beeinflusst wurde, 
induzierten beide Substanzen signifikant die Glutathionperoxidase 2 auf RNA-Ebene. 
Dabei wurde die CTRP 7-vermittelte Induktion im Gegensatz zur Expressionssteigerung 
nach CTRP 9-Behandlung durch Gabe von AraA inhibiert.  
 
 
Abbildung 26: Änderung der mRNA-Expression der MnSOD, Katalase, Trx1, Trx2, GPX1 sowie GPX2  in 
Rattenkardiomyozyten nach 24-stündiger Behandlung mit AraA [0,5mM], Metformin [2mM], CTRP 7 oder 
CTRP 9 [4µg/ml]. 
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Abbildung 27: Änderung der mRNA-Expression der MnSOD (A), Katalase (B), Trx1 (C), Trx2 (D), GPX1 
(E) sowie GPX2 (F) in Rattenkardiomyozyten nach 24-stündiger Behandlung mit AraA [0,5mM], 
Metformin [2mM], CTRP 7 oder CTRP 9 [4µg/ml]. Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. n = 
3 pro Gruppe, 3 unabhängige Experimente. „*“ Vergleich zur Kontrolle, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** 
= p < 0,001; „#“ Vergleich zwischen Behandlungsgruppen, # = p < 0,05, ## = p < 0,01, ### = p < 0,001  
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3.5 Einfluss von Adiponektin und der CTRPs 1, 2, 7 und 9 auf die kontraktile 
Antwort adulter Rattenkardiomyozyten im elektrischen Feld 
Die Herzinsuffizienz gilt als gemeinsame Endstrecke einer Vielzahl kardialer 
Pathologien, wobei ein systolisches, also die Kontraktion betreffendes Versagen, von 
einer diastolischen Form, welche mit beeinträchtigter Relaxation einhergeht, 
unterschieden wird [57]. In dieser Arbeit sollte zunächst ein potentieller Einfluss von 
Adiponektin und/oder der CTRPs 1, 2, 7 und 9 auf die basale Zellverkürzung isolierter 
Kardiomyozyten untersucht werden. Hierzu wurde ein System zur Erkennung von 
Zellgrenzen eingesetzt. Die isolierten Zellen wurden zunächst 5 Minuten oder 24 Stunden 
mit Adiponektin (4µg/ml) bzw. CTRP 1, 2, 7 oder 9 (je 4µg/ml) inkubiert und 
anschließend im elektrischen Feld stimuliert. Die Messung der Kontraktionsparameter 
erfolgte lastfrei im Kulturmedium und bei Raumtemperatur. Isoproterenol diente als 
Positivkontrolle und wurde in einer Konzentration von 10 nM jeweils 5 Minuten vor der 
elektrischen Stimulation sowohl in den 5-Minuten-, als auch in den 24-Stunden-
Versuchen zugegeben.  
Wie Abbildung 28 zeigt, führte Adiponektin in einer Konzentration von 4µg/ml sowohl 
nach 5-minütiger, als auch nach 24-stündiger Inkubation zu einer signifikant über alle 
untersuchten Frequenzen gesteigerten Kontraktionsgeschwindigkeit. 
 
Abbildung 28: Einfluss von Adiponektin auf die Kontraktionsgeschwindigkeit [µm/s] isolierter 
Kardiomyozyten: (A) Inkubationszeit 5 min, (B) Inkubationszeit 24 h; n = 15 pro Gruppe, 3 unabhängige 
Experimente. Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. Signifikante Unterschiede zur 
unbehandelten Kontrollgruppe sind mit * gekennzeichnet; ***  = p < 0,001. 
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Auch die Relaxationsgeschwindigkeit war nach 5-minütiger Stimulation deutlich 
gegenüber der unbehandelten Kontrolle erhöht. Dies zeigte sich tendenziell auch bei den 
über 24 Stunden behandelten Zellen, allerdings waren hier die Unterschiede nicht 
signifikant (Abbildung 29). 
 
Abbildung 29: Einfluss von Adiponektin auf die Relaxationsgeschwindigkeit [µm/s] isolierter 
Kardiomyozyten: (A) Inkubationszeit 5 min, (B) Inkubationszeit 24 h; n = 15 pro Gruppe, 3 unabhängige 
Experimente. Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. Signifikante Unterschiede zur 
unbehandelten Kontrollgruppe sind mit * gekennzeichnet; ***  = p < 0,001. 
Insgesamt führte Adiponektin zu einer signifikant gegenüber der Kontrolle gesteigerten 
prozentualen Verkürzung (dL/L) der untersuchten Kardiomyozyten.  
 
Abbildung 30: Einfluss von Adiponektin auf die Zellverkürzung [%] isolierter Kardiomyozyten: (A) 
Inkubationszeit 5 min, (B) Inkubationszeit 24 h; n = 15 pro Gruppe, 3 unabhängige Experimente. 
Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. Signifikante Unterschiede zur unbehandelten 
Kontrollgruppe sind mit * gekennzeichnet; ***  = p < 0,001. 
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Dieser Effekt konnte sowohl bei Kurz-, als auch bei Langzeitinkubation beobachtet 
werden (Abbildung 30). Abbildung 31 zeigt repräsentative Einzelzellmessungen nach 
Stimulation der Kardiomyozyten mit Adiponektin: 
 
Abbildung 31: Repräsentative Einzellzellmessungen: Die Zellen wurden für 5 Minuten oder für 24 
Stunden mit Adiponektin (Acrp30, 4µg/ml) stimuliert. Gezeigt ist Verlauf einer einzelnen Kontraktion bei 
einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz. 
 
Im Gegensatz dazu hatte die Gabe von 4µg/ml CTRP 1, 2, 7 oder 9 für 5 Minuten oder 
24 Stunden weder Einfluss auf die Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit, noch 
auf die prozentuale Zellverkürzung  (Ergebnisse exemplarisch für CTRP 9 gezeigt; 
Abbildung 32 und 33): 
 
Abbildung 32: Einfluss von CTRP 9 auf Kontraktionsgeschwindigkeit, Relaxationsgeschwindigkeit und 
Zellverkürzung [%] isolierter Kardiomyozyten bei einer Inkubationszeit von 5 min, n = 15 pro Gruppe, 3 
unabhängige Experimente. Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. Signifikante Unterschiede zur 
unbehandelten Kontrollgruppe sind mit * gekennzeichnet; ***  = p < 0,001. 
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Abbildung 33: Einfluss von CTRP 9 auf Kontraktionsgeschwindigkeit, Relaxationsgeschwindigkeit und 
Zellverkürzung [%] isolierter Kardiomyozyten bei einer Inkubationszeit von 24 h, n = 15 pro Gruppe, 3 
unabhängige Experimente. Dargestellte Werte stellen Mittelwerte + SD dar. Signifikante Unterschiede 
zur unbehandelten Kontrollgruppe sind mit * gekennzeichnet; ***  = p < 0,001. 
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4 Diskussion 
4.1 Expression der CTRPs: Ausmaß und Einflussfaktoren 
4.1.1 Kardiale Expression der CTRPs 
In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst untersucht, ob und in welchem Ausmaß die 
Adiponektinparaloge CTRP 1, 2, 7 und 9 im Rahmen von Erkrankungen wie Adipositas, 
bei Herzinsuffizienz oder im Alter differentiell in kardialem Gewebe exprimiert werden. 
Während in der Literatur zunächst davon ausgegangen wurde, dass Acrp30 ausschließlich 
von Adipozyten gebildet und in das Blut abgegeben wird [102], konnte in mehreren 
Studien die Adiponektinfreisetzung durch andere Gewebe gezeigt werden. So wiesen 
Pineiro et al. die Produktion von Acrp30 sowohl in murinen, adulten 
Vorhofkardiomyozyten, als auch in humanen atrialen Kardiomyozyten nach [96], wobei 
die Menge des kardial exprimierten Acrp30 mit einem Verhältnis von 1/120.000 nur 
einem Bruchteil des im Fettgewebe gebildeten Adiponektins entspricht [113].  
Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass im rechten Vorhof sowie 
im linken Ventrikel des Menschen auch die Adiponektinparaloge CTRP 1, 2, 7 und 9 
exprimiert werden. In Einklang mit der bisherigen Studienlage wurde in eigenen 
Vorversuchen der Arbeitsgruppe zudem die Expression dieser CTRPs im Herzen adulter 
Ratten gezeigt. So ergeben quantitative Analysen anderer Gruppen mittels real-time-PCR 
ebenfalls individuelle Expressionsmuster in murinen Geweben, wobei die CTRPs wie 
auch Adiponektin überwiegend im Fett, jedoch auch kardial gebildet werden [45, 135, 
136]. Während dabei im Fettgewebe signifikant mehr Adiponektin als CTRPs freigesetzt 
wird, übersteigen die kardialen mRNA-Level von CTRP 1, 2, 7 und 9 die des 
Adiponektins um ein Vielfaches [113]. Su et al. konnten zudem für CTRP 9 zeigen, dass 
die Menge des kardial exprimierten CTRP 9 die im Blut nachgewiesenen 
Konzentrationen signifikant übersteigt [113].  
 
 
4.1.2 Expression und Freisetzung der CTRPs in Abhängigkeit von Alter und 
Ernährungsstatus 
Aus der Literatur ist bekannt, dass sowohl kurz-, als auch langzeitige Änderungen des 
Ernährungszustandes die Serumspiegel von Insulin, aber auch der Adipozytokine Leptin 
und Adiponektin sowie weiterer Hormone beeinflussen [4, 38, 111, 139]. Dem 
Fettgewebe wird bezüglich der Expression dieser Substanzen eine besondere Bedeutung 
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beigemessen. Mäuse, welche eine Mutation im Leptingen nachweisen und die einen 
adipösen Phänotyp (obese/obese; ob/ob) entwickeln [140], zeigen altersabhängige 
Veränderungen der CTRP-Expression. So konnte in 8-Wochen alten ob/ob-Mäusen 
sowohl eine signifikant gesteigerte Expression von Acrp30, als auch der CTRPs 1, 2, 7 
und 9 im Fettgewebe nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu war die mRNA-
Expression von Adiponektin in 12 Wochen alten Tieren signifikant erniedrigt, 
wohingegen bei den CTRPs kein Unterschied zur Kontrollgruppe festgestellt werden 
konnte [134, 135]. Durch Untersuchungen an DIO (diet induced obese) Mäusen konnte 
zudem gezeigt werden, dass die langfristige Zufuhr hochkalorischer Nahrung zu 
reduzierten Serumspiegeln von CTRP 1 und 9 führt [56, 94, 95]. Diese Beobachtungen 
deuten auf frühe, der Entwicklung von Übergewicht vorangehende 
Kompensationsmechanismen hin. Acrp30-knockout-Mäuse entwickeln bei normaler 
Nahrungszufuhr einen moderaten metabolischen Phänotyp, was ebenfalls 
kompensatorische, ggf. CTRP-vermittelte Effekte auch unter basalen Bedingungen 
vermuten lässt [113].  
Am Menschen untersuchten erstmals Arita et al. mittels ELISA die 
Adiponektinkonzentration im Plasma normosomer (BMI 22,8 ± 2,2 kg/m2) und adipöser 
(BMI 31,9 ± 5,5 kg/m2) Probanden, wobei die Acrp30-Plasmaspiegel Übergewichtiger 
signifikant gegenüber den Kontrollen erniedrigt waren [4]. Neben der Adipositas führen 
auch Diabetes mellitus Typ 2 oder die koronare Herzkrankheit zu einer verringerten 
Adiponektinkonzentrationen im Blut [46]. Im Gegensatz zu Acrp30 existieren bislang 
jedoch nur wenige Erkenntnisse zur humanen Expression oder Serumkonzentrationen der 
CTRPs. Signifikant erhöhte CTRP 1-Blutkonzentrationen sind in Patienten mit 
arteriellem Hypertonus [54] oder dem metabolischem Syndrom [13] detektierbar, wobei 
in diesen Individuen eine Korrelation zwischen CTRP 1-Konzentration und 
Blutzuckerspiegel, HbA1c-Wert sowie BMI beschrieben wird. Hwang et al. zeigten für 
CTRP 9, dass dessen Serumspiegel einerseits positiv mit der Adiponektinkonzentration 
und andererseits negativ mit Alter, arteriellem Blutdruck, Nüchtern-Blutzuckerspiegel 
sowie Fettstoffwechsel-Markern des Probanden korreliert [48].  
Aus Untersuchungen an Tiermodellen ist bekannt, dass auch die kardiale CTRP-
Expression durch das Alter und Störungen des Metabolismus beeinflusst wird. So 
analysierten Su et al. mRNA- und Proteinkonzentrationen von CTRP 9 im kardialen 
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Gewebe von HFD (high fat diet)-Mäusen im Vergleich zu ND (normal diet) Tieren. HFD 
führte dabei im Vergleich zu den Kontrolltieren zunächst zu einem Anstieg der kardialen 
CTRP 9-mRNA- und Proteinkonzentration nach zwei bis vier Wochen, gefolgt von einem 
signifikanten Abfall nach acht und 16 Wochen [113]. Als zugrunde liegender 
Mechanismus wird die Dysbalance inflammatorischer Botenstoffe im Rahmen der 
Adipositas angenommen, wobei der regulatorischen Funktion von TNF-α eine besondere 
Bedeutung zugemessen wird. TNF-α führt einerseits zu einer erhöhten Aktivität von 
Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von Acrp30 unterdrücken. Andererseits 
werden Transkriptionsfaktoren wie PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor 
γ), welche zu einer verstärkten Produktion sowohl von Adiponektin, als auch von CTRP 
9 führen, gehemmt [113]. Die Beobachtung, dass HFD zu einer Reduktion der kardialen 
CTRP-Expression führt, deckt sich teilweise mit den Ergebnissen der vorliegenden 
Arbeit. So zeigte sich in der Altersgruppe der <50-Jährigen auch bei CTRP 1 und 7 eine 
signifikant erniedrigte mRNA-Konzentration bei Übergewichtigen im Vergleich zu 
normosomen Individuen. Allerdings war die kardiale Expression von CTRP 7 und 9 bei 
älteren Übergewichtigen im Vergleich zur normalgewichtigen Alterskontrolle signifikant 
erhöht. Ergänzend konnte eine Studie der Arbeitsgruppe aufzeigen, dass sowohl die 
Blutkonzentration, als auch die Expresssion von Acrp30 im epikardialen Fettgewebe 
älterer normosomer und adipöser Patienten signifikant gegenüber <50-Jährigen erniedrigt 
ist [86]. Die erstmals in der vorliegenden Arbeit gezeigte Heraufregulation von CTRP 7 
und 9 im Herzen adipöser, älterer Patienten lassen vermuten, dass diese CTRPs ein durch 
fortgeschrittenes Alter sowie Adipositas bedingtes Adiponektin-Defizit kompensieren 
könnten.  
 
 
4.1.3 Expression und Freisetzung der CTRPs im Rahmen kardialer Pathologien 
Im Gegensatz zu Acrp30 [106] ist die Expressionsregulation der CTRPs bislang nur 
unvollständig verstanden. Kambara et al. untersuchten an C57BL/6J-Mäusen die 
Auswirkung von Ischämie-Reperfusion (I/R) auf Plasmaspiegel und Freisetzung von 
CTRP 9 im Fettgewebe. I/R führte dabei zu einem signifikanten Abfall der CTRP 9-
Plasmakonzentration, wobei der einhergehende Anstieg freier Fettsäuren (free fatty acids 
= FFA) im Plasma von den Autoren als mögliche Ursache von oxidativem Stress und 
damit einer Dysregulation der Adipozytokinproduktion diskutiert wird [56]. Auch Sun et 
4 Diskussion 
 
 
 
66 
 
al. zeigten einen Einfluss myokardialer Schäden auf Freisetzung und Blutkonzentration 
von CTRP 9 in adulten Mäusen. Hierbei kam es zu einer initialen Abnahme der CTRP 9 
Expression im Fettgewebe bis zum dritten Tag nach Myokardinfarkt, verbunden mit 
erniedrigten Serumspiegeln des Adiponektinparalogs und gefolgt von einem langsamen 
Wiederanstieg beider Parameter [114].  
In der vorliegenden Arbeit wurden Gewebeproben des linken Ventrikels von je zehn 
gesunden Transplantationsspendern, zehn Patienten mit nachgewiesener ischämischer 
Kardiomyopathie (ICM) sowie von zehn Spendern mit dilatativer Kardiomyopathie 
(DCM) auf RNA- und Proteinebene analysiert. Im Rahmen dieser Versuche konnte 
erstmals gezeigt werden, dass die Expression der CTRPs 7 und 9 in humanen ICM- und 
DCM-Herzen sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene erhöht ist. 
Interessanterweise zeigen Microarray-, Real-time PCR-, sowie Western-Blot-Analysen 
von Skurk et al. in Patienten mit DCM eine signifikante Adiponektin-Herunterregulation 
im rechten Ventrikel auf RNA- und Proteinebene, welche sowohl von den Serumspiegeln 
des Adipozytokins, als auch von TNF-α unabhängig ist. Ergänzend zeigten in vitro-
Versuche, dass eine Hemmung der Adiponektin-Freisetzung durch Monensin, welches 
den intrazellulären Proteintransport unterdrückt, in neonatalen ventrikulären 
Rattenkardiomyozyten zu einer gesteigerten RNA-Expression von Acrp30 sowie beider 
Adiponektinrezeptoren führt [108]. Im Einklang mit diesen Ergebnissen von Skurk et al. 
lässt auch eine Studie von Casselli et al. Rückkopplungsmechanismen vermuten, über 
welche die kardiale Acrp30-Expression auf lokaler Ebene reguliert wird. So konnte 
anhand eines DCM-Schweinemodells eine durch hochfrequente 
Schrittmacherstimulation induzierte, regionale Abnahme der myokardialen Adiponektin- 
mRNA-Expression gezeigt werden. Diese war sowohl mit einer gesteigerten AdipoR1-
Expression in den entnommenen LV-Proben, als auch mit einer gestörten Kontraktilität 
der untersuchten Herzen assoziiert [12]. Die zum ersten Mal im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit gezeigte Heraufregulation der CTRPs 7 und 9 im geschädigten humanen Herz 
könnte ebenfalls über solche lokalen Rückkopplungsmechanismen gesteuert sein. Im 
Gegensatz zu Acrp30 zirkulieren CTRPs nur in geringen Mengen im Plasma, weshalb für 
die Paraloge überwiegend auto- und parakrine biologische Funktionen angenommen 
werden [136]. Vorstellbar wäre, dass eine lokale Adiponektin-Defizienz kompensatorisch 
zu einem Anstieg der myokardialen Expression von CTRP 7 und 9 führt. Aus der Literatur 
ist zudem bekannt, dass CTRP 9 über den AdipoR1/AMPK-Signalweg kardioprotektive 
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Effekte ausübt [56, 142]. Daher wurde in Folge der Einfluss von CTRP 1, 2, 7 und 9 auf 
die AMPK-Signalkaskade untersucht. 
 
4.2 Einfluss von Adiponektin und der CTRPs 1, 2, 7 und 9 auf die AMPK und 
nachgeschaltete Signalwege 
Eine Adiponektin-vermittelte Phosphorylierung der AMPK an Thr172 sowie der ACC an 
Position Ser79 wurde sowohl in murinen C2C12-Zellen [137], als auch in neonatalen 
Kardiomyozyten der Ratte gezeigt [67, 92]. Auch die in der vorliegenden Arbeit 
untersuchten Mitglieder der CTRP-Proteinfamilie sind in der Lage, über Aktivierung der 
AMPK die Phosphorylierung der ACC in adulten Herzmuskelzellen zu bewirken, wie 
zuvor sowohl für CTRP 1, als auch für CTRP 2 in murinen C2C12- und L6-Myotuben 
nachgewiesen werden konnte [94, 136]. Für CTRP 9 ist in der Literatur eine AMPK-
Aktivierung in C2C12-Myotuben sowie in neonatalen ventrikulären 
Rattenkardiomyozyten beschrieben [56, 134]. Im Vergleich zu den neonatalen Zellen 
wird für adulte, ausdifferenzierte Kardiomyozyten der Ratte eine größere Ähnlichkeit zu 
adulten humanen Herzmuskelzellen angenommen. Zudem wirkt sich der 
Differenzierungsgrad auf die Expression bestimmter Enzymisoformen aus [126]. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde daher zunächst der Einfluss der CTRPs 1, 2, 7 und 9 auf die 
Phosphorylierung der AMPK an Position Thr172 sowie der ACC an Position Ser79 in 
isolierten adulten Kardiomyozyten der Ratte mit Hilfe von Western-Blot-Analysen 
untersucht. Dabei ergaben sich sowohl bei Adiponektin, als auch bei den CTRPs abhängig 
von der Stimulationszeit individuelle Phosphorylierungsprofile der untersuchten 
Enzyme. Die Adiponektin-vermittelte Phosphorylierung der AMPK ähnelte im 
Zeitverlauf den Ergebnissen von Li et al. [67]. Während das Zeitmuster der ACC-
Phosphorylierung sowohl nach Adiponektin-, als auch nach CTRP 9-Gabe grundlegend 
dem der AMPK entsprach, fand sich bei CTRP 1 kein Wiederanstieg bei signifikant 
gesteigerter Phosphorylierung der AMPK nach 20 – 40 Minuten sowie nach 24 Stunden. 
Im Gegensatz dazu zeigte sich nach Behandlung mit CTRP 2 sowie mit CTRP 7 eine 
Phosphorylierung der ACC nach Langzeitinkubation ohne vorangegangene Steigerung 
der AMPK-Aktivität. Diese Ergebnisse lassen die folgenden Schlussfolgerungen zu:  
(1) Die CTRP-vermittelte Phosphorylierung der Acetyl-CoA-Carboxylase ist – 
zumindest partiell – unabhängig von der Aktivität der AMPK reguliert. Bisher sind in 
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humanen Geweben zwei Isoformen der Acetyl-CoA-Carboxylase beschrieben, die als 
ACC-1 und ACC-2 bezeichnet und gewebespezifisch exprimiert werden. Im Skelett- und 
Herzmuskel kann vor allem die ACC-2 nachgewiesen werden [8, 119]. Neben 
allosterischen Einflüssen spielt die kovalente Kontrolle durch Phosphorylierung eine 
wichtige Rolle in der Regulation der ACC. Inzwischen sind mehrere 
Phosphorylierungsstellen identifiziert, die sich unter anderem an den 
Aminosäurepositionen Ser23, Ser25, Ser29, Ser77, Ser79, Ser95, Ser221, Ser1200 und 
Ser1215 des Enzyms befinden [1, 19]. Die AMPK führt sowohl zur Phosphorylierung der 
in dieser Arbeit untersuchten Position Ser79, als auch der Positionen Ser1200 und 
Ser1215 [1, 19, 81]. Die ACC wird neben der AMPK durch eine Reihe weiterer Kinasen 
kovalent reguliert. Zu diesen Enzymen gehört die Proteinkinase A (PKA), welche die 
ACC an den Positionen Ser77 sowie Ser1200 phosphoryliert [32]. Einige neuere Studien 
deuten darauf hin, dass eine Aktivierung der Proteinkinase A sowohl im Rahmen von 
Adiponektin-, als auch von CTRP-vermittelten Effekten involviert zu sein scheint [91, 
114, 125, 141]. Die Rolle der PKA und weiterer Kinasen in der CTRP-vermittelten 
Regulation der Acetyl-CoA-Carboxylase ist bislang jedoch nicht geklärt. 
(2) Die Langzeitinkubation (80 Minuten bis 24 Stunden) insbesondere mit CTRP 9, in 
geringerem Maße aber auch mit CTRP 1, führte zu einem signifikanten Wiederanstieg 
der AMPK-Phosphorylierung. Dieser Doppelgipfel im Phosphorylierungsprofil der 
AMPK lässt einen Einfluss dieser CTRPs auf weitere Kinasen, welche verzögert zu einer 
AMPK-Aktivierung führen, vermuten. Solche Kinasen könnten einerseits ggf. der AMPK 
nachgeschaltet sein und im Sinne einer positiven Rückkopplung die erneute 
Phosphorylierung des Enzyms bewirken. Vorstellbar ist andererseits auch die 
Aktivierung paralleler oder übergeordneter Signalwege. So zeigten Collins et al. eine in 
vivo Phosphorylierung der Serin/Threonin-Kinase LKB1, welche zu den AMPK-Kinasen 
(AMPKKs) gezählt wird, durch die Protein-Kinase A (PKA) [17]. 
 (3) Adiponektin sowie die untersuchten CTRPs weisen trotz struktureller Ähnlichkeiten 
der globulären Domäne signifikante Unterschiede in der Aktivierung bzw. Inaktivierung 
der AMPK und der ACC auf. Dies könnte zum einen in einer unterschiedlichen Affinität 
zu – bisher unbekannten – Rezeptoren begründet sein. Während AdipoR1, AdipoR2, T-
Cadherin sowie Calreticulin als Adiponektinrezeptoren angesehen werden [47, 137], ist 
nur wenig über deren Rolle im Rahmen CTRP-vermittelter Effekte, insbesondere der 
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AMPK-Aktivierung, bekannt. Einerseits wiesen Zheng et al. erstmals mit Hilfe von Ko-
Immunopräzipitationsversuchen eine Interaktion zwischen CTRP 9 und AdipoR1 nach 
[142]. Andererseits konnte ein siRNA-vermittelter Knockdown der 
Adiponektinrezeptoren die CTRP-induzierte AMPK-Aktivierung in einer Studie an 
Skelettmuskelzellen nicht verhindern [93]. Es ist bisher jedoch nicht gelungen, CTRP-
spezifische Rezeptoren zu identifizieren. Auch posttranslationale Modifikationen der 
CTRPs könnten die Rezeptoraffinität und damit die Wirkung der CTRPs beeinflussen. 
Zudem sind sowohl Adiponektin, als auch die CTRPs in der Lage, sich als Homo- oder 
Heterotrimere zusammenzulagern, welche sich teilweise zu komplexeren Strukturen 
organisieren [100, 135]. Sowohl globuläres, als auch trimeres Adiponektin induzieren im 
Gegensatz zu HMW-Formen den Signalweg der AMP-aktivierten Protein Kinase [105, 
123]. In Bezug auf methodische Einschränkungen gilt daher zu beachten, dass bakteriell 
hergestelltes Adiponektin, wie es in der vorliegenden Arbeit angewendet wurde, nicht 
über posttranslationale Modifikationen verfügt und keine hochmolekularen Isoformen 
ausbildet. 
 
 
4.3 Protektive Effekte von Adiponektin und der CTRPs in Reaktion auf 
oxidativen Stress und die Rolle der AMP-aktivierten Proteinkinase 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung von oxidativen Stressoren auf die 
Vitalität isolierter Kardiomyozyten zu untersuchen und mögliche protektive Effekte 
durch Vorbehandlung mit Adiponektin oder den CTRPs 1, 2, 7 und 9 aufzuzeigen. I/R-
Versuchsmodelle anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass Adiponektin vor Myokardschäden 
durch oxidativen Stress schützt, wobei sowohl von AMPK-abhängigen, als auch von 
AMPK-unabhängigen Mechanismen ausgegangen wird. So inhibiert Adiponektin 
einerseits AMPK-unabhängig die induzierbare NO-Synthase (iNOS) und führt zu einer 
verminderten Expression der NADPH-Oxidase-Untereinheit gp91phox im kardialen 
Gewebe [118, 132]. Andererseits werden durch das Adipozytokin ROS-induzierte 
kardiale Remodelling-Prozesse auch über AMPK-abhängige Mechanismen vermindert, 
wie von Essick et al. beschrieben werden konnte. Hierbei ließ sich in Versuchen an 
adulten ventrikulären Rattenkardiomyozyten eine AMPK-abhängige Hemmung von 
extracellular-signal-regulated kinases (ERK) sowie des NF-κB-Signalwegs durch 
Acrp30 nachweisen [25]. 
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In der vorliegenden Arbeit erfolgte zunächst die Quantifizierung lebendiger, 
apoptotischer oder nekrotischer Zellen durch Anfärben mit den DNA-Farbstoffen 
Hoechst33258 und Propidiumiodid sowie mit Hilfe zellmorphologischer Kriterien. Als 
Vertreter der reaktiven Sauerstoffspezies wurde Wasserstoffperoxid (H2O2) in 
Konzentrationen von 0,1 – 100 µM eingesetzt. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen 
von Goto et al. [30] führte die Behandlung mit > 1µM H2O2 überwiegend zur Nekrose 
der untersuchten Zellen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl 
Adiponektin, als auch die Paraloge CTRP 1, 2, 7 und 9 die Kardiomyozyten vor H2O2-
induzierter Nekrose schützen. Diese Effekte scheinen AMPK-vermittelt, da mittels 
Hemmung der Proteinkinase durch den Inhibitor AraA 30 Minuten vor Stimulation die 
protektiven Wirkungen des Adipozytokins und der betrachteten Paraloge aufgehoben 
werden konnten.  
Eine Vielzahl von Untersuchungen beschäftigt sich mit den protektiven Mechanismen 
und Signalwegen, über welche die AMPK in ischämischen Kardiomyozyten wirkt, wobei 
der Fokus der meisten Studien auf metabolischen und antiapoptotischen Funktionen des 
Enzyms liegt. So konnte in verschiedenen Zelltypen gezeigt werden, dass die AMPK die 
gesteigerte Translokation der Glukosetransporter (GLUT) 1 und 4 in die Zellmembran 
vermittelt [5, 98]. Ji et al. [55] beschreiben einen Zusammenhang zwischen der 
protektiven ischämischen Präkonditionierung (ischemic preconditioning = IPC) des 
Herzens und dem Einfluss der AMPK auf den zellulären Glukosehaushalt: Die Inhibtion 
der AMPK-vermittelten GLUT-4-Translokation führte zu einer Reduktion der 
kardioprotektiven IPC-Wirkung in adulten Kardiomyozyten der Ratte. Daneben werden 
antiapoptotische AMPK-Effekte, wie Regulation von Proteinen der B-cell lymphoma 2 
(Bcl-2)-Familie, Einfluss auf die Aktivität von Kaspasen sowie Hemmung der 
Freisetzung von Cytochrom-C beschrieben [59].  
Die Rolle der AMPK in der Adiponektin- und CTRP-vermittelten Protektion gegen 
oxidativen Stress wird dagegen kontrovers diskutiert. So kann in Adiponektin-knockout-
Mäusen nach Ischämie-Reperfusion mittels TUNEL-Färbung ein höherer Anteil 
apoptotischer Zellen nachgewiesen werden, während die Gabe von Acrp30 AMPK-
vermittelt diesen Anstieg verhindert [107]. In einer weiteren Studie wiesen Mäuse mit 
einer Mutation der katalytischen AMPKα-Untereinheit einerseits sowohl einen größeren 
Anteil apoptotischer Zellen, eine Zunahme der Infarktgröße, als auch eine herabgesetzte 
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kardiale Funktion in I/R-Versuchen auf. Andererseits bewirkte die Gabe von globulärem 
Adiponektin (2 µg/g) auch in diesen Tieren ein geringeres Ausmaß an kardialen 
Schädigungen, was auf AMPK-unabhängige Signalwege deuten könnte [128]. Im 
Gegensatz dazu führte in der vorliegenden Arbeit die AraA-induzierte Hemmung der 
AMPK zu einer vollständig aufgehobenen Wirkung des Adipozytokins.  
Konträr zu Adiponektin wurden die CTRPs – mit Ausnahme des CTRP 9 – bisher kaum 
hinsichtlich antioxidativer Funktionen im Herzen untersucht. In dieser Arbeit konnte 
erstmals gezeigt werden, dass neben CTRP 9 sowohl die Paraloge CTRP 1 und 7, als auch 
in geringerem Maße CTRP 2 isolierte Kardiomyozyten AMPK-vermittelt vor H2O2-
induzierter Nekrose bewahren. In einer Untersuchung an neonatalen 
Rattenkardiomyozyten konnten auch Kambara et al. zeigen, dass eine Stimulation mit 
CTRP 9 (10µg/ml) die isolierten Kardiomyozyten AMPK-abhängig vor Ischämie-
Reperfusionsschäden schützt [56]. Nachgeschaltete Signaltransduktionswege, über 
welche Adiponektin und die CTRPs AMPK-vermittelt antioxidativ wirken, sind bislang 
jedoch kaum erforscht. Iwabu et al. zeigten im Skelettmuskel von AdipoR1-knockout-
Mäusen einen Zusammenhang zwischen der Expression des Adiponektinrezeptors und 
der Proteinexpression der MnSOD sowie der Katalase [52]. Der Einfluss der in der 
vorliegenden Arbeit am stärksten antioxidativ wirksamen Adiponektinparaloge CTRP 7 
und 9 auf das antioxidative Schutzsystem war daher Gegenstand weiterer 
Untersuchungen. 
 
 
4.4 Einfluss von CTRP 7 und 9 auf Aktivität und Regulation von Komponenten 
des antioxidativen Schutzsystems  
Adiponektin induziert enzymatische Komponenten des antioxidativen Schutzsystems, 
wie Superoxiddismutasen und Katalasen, in verschiedenen Zelltypen, unter anderem in 
murinen Skelettmuskel- [50] und Leberzellen [27], humanen Monozyten [6] sowie in 
humanen Prostatakarzinomzellen [71]. Im Gegensatz dazu existieren bislang keine 
Studien zum Einfluss der CTRPs auf die Expression antioxidativer Enzyme. Vorversuche 
der Arbeitsgruppe an H9c2-Kardiomyoblasten konnten jedoch aufzeigen, dass die 
Präinkubation mit CTRP 7 und 9 einen H2O2-induzierten, intrazellulären ROS-Anstieg 
verhindert. Da H9c2-Zellen wesentlich unempfindlicher gegenüber einer Behandlung mit 
H2O2 sind, wurden in diesen Experimenten höhere Konzentrationen von 
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Wasserstoffperoxid eingesetzt. Während die Stimulation der Zellen mit 100 µM H2O2 zu 
einem signifikanten Anstieg der intrazellulären ROS führte, wurde dies durch 
Präinkubation sowohl mit CTRP 7, als auch mit CTRP 9 über 24 Stunden verhindert. 
Zudem war eine basale Abnahme der intrazellulären ROS nach alleiniger Gabe von CTRP 
9 zu beobachten. Als möglicher zugrunde liegender Mechanismus führten beide CTRPs 
in dieser Arbeit zu einer signifikant gesteigerten mRNA-Expression der MnSOD, des Trx 
1 sowie der GPX 2. Zudem induzierte CTRP 7 die Expression von Trx 2. Eine Beteiligung 
der AMPK an der gesteigerten Enzymexpression konnte mit Hilfe von Metformin sowie 
dem Inhibitor AraA für die MnSOD, Trx 1 sowie GPX 2 nachgewiesen werden.  
Sind Zellen oxidativem Stress ausgesetzt, kommt es zu einer gesteigerten Transkription 
von Genen, die für eine Reihe antioxidativer Proteine und Enzyme kodieren. Eine 
wichtige Rolle nimmt hierbei die Enhancer-Region ARE ein [84]. Durch Bindung von 
Transkriptionsfaktoren an die ARE-Region kommt es zu einer verstärkten Expression 
einer Reihe von Zielgenen. Da die Expression der MnSOD sowie von Trx1 in der 
vorliegenden Arbeit durch Stimulation mit CTRP 7 und 9 am stärksten induziert wurde, 
erfolgte in weiteren Versuchen der Arbeitsgruppe die Untersuchung der Promoter-
Aktivität durch Messung der Reportergenexpression mit Hilfe des Dual-Glo® Luciferase 
Assay Systems (Promega) in H9C2-Kardiomyoblasten. Diese Zellen eignen sich im 
Gegensatz zu isolierten Rattenkardiomyozyten besser für Langzeit- und 
Transfektionsversuche. Nach 24-stündiger Inkubation mit CTRP 7 oder CTRP 9 zeigte 
sich eine signifikant gesteigerte Aktivität sowohl des MnSOD-, als auch des Trx 1-
Promoters, welche durch gezielte ARE-Mutation unterdrückt werden konnte.   
Ein bedeutender Transkriptionsfaktor, welcher durch Interaktion mit ARE eine Vielzahl 
antioxidativer Gene, unter anderem für die Enzyme Häm-Oxygenase 1 (HO-1), GPX, 
SOD, Trx und Katalase, reguliert, ist der nuclear factor erythroid 2-related factor 2 
(Nrf2) [51, 60]. Eine aktuelle Untersuchung an H9C2-Kardiomyoblasten lässt vermuten, 
dass dem Nrf2-ARE-Signalweg eine besondere Bedeutung in der Aktivierung 
antioxidativer Mechanismen nach hypoxischer Präkonditionierung zukommt [44]. In 
einigen Studien konnte eine Verbindung zu AMPK-vermittelten Signalwegen gezeigt 
werden. So beschrieben Liu et al. eine AMPK-induzierte Steigerung der HO-1-
Genexpression über den Nrf2-ARE-Signalweg in humanen Endothelzellen [70]. Mo et 
al. detektierten zudem eine AMPK-abhängige Nrf2-Induktion mit nachfolgend 
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gesteigerter HO-1-Expression in Makrophagen nach Stimulation mit dem AMPK-
Aktivator Berberin [80]. Untersuchungen an humanen T-Zellen [53] zeigten, dass die 
Nrf2-ARE-Aktivierung durch das Polyphenol Resveratrol durch die AMPKα-
Untereinheit vermittelt ist, welche die Nrf2-Kinase GSK3ß (glycogen synthase kinase 3β) 
phosphoryliert.  
Basierend auf diesen Erkenntnissen lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
vermuten, dass CTRP 7 und 9, welche verstärkt im erkrankten Herzen gebildet werden 
(siehe Abschnitt 4.1.3) und isolierte Kardiomyozyten vor ROS-induzierter Nekrose 
schützen (siehe Abschnitt 4.3), über eine AMPK-ARE-Signalachse die Expression 
antioxidativer Enzyme induzieren. Weiterführende Untersuchungen sind nötig, um 
zwischengeschaltete Komponenten dieser kardioprotektiven Signalachse sowie deren 
Interaktion und Regulation näher zu beleuchten. 
 
 
4.5 Einfluss von Adiponektin und der CTRPs auf die kontraktile Funktion des 
Herzens 
Im Gegensatz zum kardioprotektiven Einfluss auf den Metabolismus oder das 
Gefäßsystem sind direkte Effekte von Adiponektin auf die kontraktile Funktion des 
Herzens bislang kaum erforscht. Erstmals wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
zudem auch der Einfluss der Adiponektinparaloge CTRP 1, 2, 7 und 9 auf die kardiale 
Kontraktilität untersucht. Im Gegensatz zu den betrachteten CTRPs führte die Gabe von 
Adiponektin sowohl nach Kurz-, als auch nach Langzeitinkubation zu einer signifikant 
höheren Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit sowie einer gesteigerten 
prozentualen Verkürzung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Dies deckt sich mit 
den Erkenntnissen einer von Dong et al. veröffentlichen Studie, in der eine Behandlung 
mit 10µg/ml Adiponektin die herabgesetzte kontraktile Funktion isolierter 
Kardiomyozyten diabetischer Mäuse verbesserte [23]. Gleichzeitig verhinderte die Gabe 
des Adipozytokins in db/db-Mäusen eine Verringerung des intrazellulären Ca2+-Spiegels, 
die bei unbehandelten db/db-Tieren beobachtet werden konnte. Iwabu et al. zeigten 
zudem in C2C12-Myozyten einen vermutlich AdipoR1-vermittelten, verstärkten 
Einstrom von Ca2+-Ionen nach Stimulation mit 10µg/ml Acrp30 [52].  
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Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Zellverkürzungsversuche sind 
methodischen Limitationen unterworfen. Diese ergeben sich aus der Tatsache, dass die 
Analysen an isolierten, aus dem physiologischen Milieu entfernten Kardiomyozyten 
stattfanden. Die hier beschriebenen Untersuchungen lassen somit keine Aussage über das 
Kontraktionsverhalten unter Belastung zu, wie bei zunehmender Herzinsuffizienz zu 
erwarten wäre. In zukünftigen Experimenten sollte daher einerseits ein visköseres 
Medium eingesetzt und andererseits auch der Einfluss von Adiponektin auf den Einstrom 
von Ca2+-Ionen in Kardiomyozyten untersucht werden.  
Trotz der bestehenden Einschränkungen lassen die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten, 
dass Adiponektin im Gegensatz zu den CTRPs nicht nur auf vaskulärer, antioxidativer 
oder metabolischer Ebene, sondern auch direkt über Beeinflussung der Kontraktilität 
kardioprotektiv wirkt. Weiterführende Untersuchungen sollten sich daher mit den 
zugrunde liegenden Mechanismen sowie möglichen Interventionsmöglichkeiten dieser 
Acrp30-Wirkung befassen. 
  
5 Zusammenfassung 
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5 Zusammenfassung 
Das kardioprotektive Adipozytokin Adiponektin wird als wichtiges Bindeglied zwischen 
Metabolismus, Immun- und Herz-Kreislaufsystem diskutiert. In den letzten Jahren wurde 
eine steigende Anzahl an strukturellen und funktionellen Paralogen beschrieben, die als 
C1q/tumor necrosis factor-α-related proteins bezeichnet werden.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Expression der 
Adiponektinparaloge CTRP 1, 2, 7 und 9 im rechten Vorhof sowie im linken Ventrikel 
des Menschen gezeigt. Diese ist von Lebensalter, Ernährungsstatus und kardialen 
Erkrankungen abhängig. CTRP 7 und 9 sind verstärkt im RA älterer Übergewichtiger 
sowie im LV von Patienten mit nachgewiesener ICM oder DCM nachweisbar. Um 
vermutete kompensatorische Effekte der CTRPs aufzuzeigen, wurde nachfolgend der 
Einfluss auf die AMPK-Signalkaskade untersucht. Sowohl Acrp30, als auch die CTRPs 
führen in isolierten adulten Kardiomyozyten zu einer zeitabhängigen Phosphorylierung 
der AMPK sowie der ACC und schützen diese Zellen zudem AMPK-vermittelt vor H2O2-
induzierter Nekrose. CTRP 7 und 9 verhindern in kardialen Zellen einen H2O2-bedingten 
Anstieg intrazellulärer ROS. Als möglicher zugrunde liegender Mechanismus konnte eine 
AMPK-vermittelte gesteigerte Transkription der antioxidativen Enzyme MnSOD, Trx 1 
und 2 sowie GPX 2 gezeigt werden.  
Auf funktionaler Ebene wurde der Einfluss von Adiponektion und der CTRPs 1, 2, 7 und 
9 auf die kardiale Kontraktilität untersucht. Im Gegensatz zu den CTRPs kommt es durch 
Adiponektin sowohl nach Kurz-, als auch nach Langzeitinkubation zu einer signifikant 
höheren Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit sowie einer gesteigerten 
prozentualen Verkürzung isolierter Kardiomyozyten im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle. 
In der Zusammenschau lassen die Ergebnisse dieser Arbeit den Schluss zu, dass CTRP 7 
und 9, welche im Gegensatz zu Adiponektin verstärkt im erkrankten Herzen exprimiert 
werden, ein lokales Adiponektin-Defizit ausgleichen. Die vorwiegend AMPK-vermittelte  
Aktivierung von Komponenten des antioxidativen Schutzsystems durch CTRPs stellt 
einen potentiellen Kompensationsmechanismus zur gesteigerten ROS-Produktion im 
belasteten Herzen dar. 
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6 Summary 
The cardioprotective adipocytokine adiponectin is discussed as an important link between 
metabolism, the immune and the cardiovascular systems. During the last years, a growing 
number of structural and functional paralogs has been designated as C1q/tumor necrosis 
factor-α-related proteins.  
In this study, the expression of the adiponectin paralogs CTRP 1, 2, 7 and 9 was shown 
in the human right atrium and left ventricle for the first time. The expression depends on 
age, nutritional status and cardiac pathologies. CTRP 7 and 9 are strongly detectable in 
the RA of older obese individuals as well as in the LV of patients with diagnosed ICM or 
DCM. To elucidate putative compensatory effects of the CTRPs, the influence on the 
AMPK-signaling axis was analyzed. Acrp30 as well as the CTRPs lead to a time-
dependent phosphorylation of the AMPK and the ACC in isolated adult cardiomyocytes 
and protect these cells in an AMPK-dependent manner from hydrogen peroxide-induced 
necrosis. CTRP 7 and 9 prevent a H2O2-induced increase of intracellular ROS. As a 
possible underlying mechanism, there is an increased transcription of the antioxidative 
enzymes MnSOD, Trx 1 and 2 and GPX 2.  
On a functional level, the influence of adiponectin and CTRP 1, 2, 7 and 9 on cardiac 
contractility was analyzed. Contrary to the CTRPs, adiponectin leads to significantly 
higher contraction and relaxation velocities and an increased shortening of isolated 
cardiomyocytes after short- and long-term incubation compared to the untreated control.  
In summary, the results of this thesis lead to the conlusion that CTRP 7 and 9, which show 
an increased expression in the damaged heart, might compensate for a local adiponectin 
deficiency. Thus, the predominantly AMPK-dependent activation of components of the 
antioxidative system by CTRPs might be a potential compensatory mechanism against 
the elevated ROS-production in the weakened heart. 
  
7 Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
77 
 
7 Abkürzungsverzeichnis 
ACC   Acetyl-Coenzym A-Carboxylase 
Acrp30  adipocyte complement-related protein of 30 kDA 
AdipoR  Adiponektinrezeptor  
AICAR  5-Aminoimidazol-4-Carboxamid-1-β-D-Ribofuranosid  
AMPK  AMP-aktivierte Proteinkinase 
AMPKK   AMPK-Kinase 
APS   Ammoniumpersulfat 
APPL  adaptor protein containing pleckstrin homology domain,   
   phophotyrosine-binding domain, and leucine zipper motif 
Aqua bidest Aqua bidestillata 
AraA   Adenine 9-β-D-arabinofuranoside  
ARE   antioxidative response element 
ATP   Adenosintriphosphat 
BAR   Bin-Amphiphysin-Rvs 
bp   Basenpaare 
BCA   Bicinchoninsäure 
BMI   body mass index 
BSA   bovines Serumalbumin 
CaMKK  calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinases 
CCT   modifiziertes Medium M199 
CD40L  cluster of differentiation 40 ligand 
cDNA  komplementäre DNA 
CTRP  C1q/tumor necrosis factor-α-related protein 
DCM  dialative Kardiomyopathie 
DEPC  Diethylpyrocarbonat 
DIO   diet induced obese 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTPs  Desoxyribonukleosidtriphosphate 
ECL   enhanced chemoluminescence Lösung 
E.coli  Escherichia coli 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
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ER   endoplasmatisches Retikulum 
ERK    extracellular-signal-regulated kinases 
FasL   Fas ligand 
FCS   fetal calf serum 
FFA   free fatty acids 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
GLUT  Glukosetransporter  
GPX   Glutathion-Peroxidase 
GSK3ß   glycogen synthase kinase 3β 
HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonsäure 
HFD   high fat diet 
HI   Herzinsuffizienz 
HMW  high molecular weight 
HMG-CoA  3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-CoA-Reduktase 
HO-1  Häm-Oxygenase 1 
HRP   horseradish peroxidase 
HUVEC  human umbilical vein endothelial cells 
ICM   ischämische Kardiomyopathie 
iNOS  induzierbare NO-Synthase 
IP3   Inositol-1,4,5-trisphosphat 
IPC   ischemic preconditioning 
I/R   Ischämie-Reperfusion 
LB   Luria-Broth, Luria-Bertani-Medium 
LKB   liver kinase B1 
LMW  low molecular weight 
LV   linker Ventrikel 
MBL   mannan-binding lectin 
MMW  middle molecular weight 
MnSOD  Manganhaltige SOD 
mRNA  messenger RNA 
NADPH  Nikotinamidadenindinukleotidphosphat 
NaOH  Natriumhydroxid 
Nrf2   nuclear factor erythroid 2-related factor 2 
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ND   normal diet 
NTC   no template control 
ob/ob  obese/obese 
pACC  phosphorylierte Form der ACC 
pAMPK  phosphorylierte Form der AMPK 
PAQRs  progestin and adipoQ receptors 
PBS   phosphate buffered saline 
PGC-1α  peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α 
PI   Propidiumiodid 
PIP2   Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
PKA   Proteinkinase A 
PLC   Phospholipase C 
PPARγ  peroxisome proliferator-activated receptor γ 
RA   rechtes Atrium 
RNA   Ribonukleinsäure 
ROS   reactive oxygen species 
RT   reverse Transkription 
SD   standard deviation 
SDS   Sodiumdodecylsulfat 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
SOD   Superoxid-Dismutase 
Taq   thermus aquaticus 
TBS-T  tris-buffered saline tween 
TEMED  N, N, N´, N´-Tetramethyl-ethylendiamin 
TNFα  tumor necrosis factor-α 
TRAIL  tumour necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 
Tris   Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan 
Trx   Thioredoxin 
UDG   Uracil-DNA-Glykosylase  
Vit. C  Vitamin C 
vs.   versus 
X-Gal  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 
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